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I. Zusammenfassung 
 
Die intestinale Schleimhaut ist eine strukturell und funktionell hochkomplexe 
Einheit, die eine kontrollierte Abgrenzung zum Darmlumen ermöglicht. So 
werden einerseits Aufschluss und gezielte Aufnahme alimentärer Stoffe unter 
Wahrung der immunologischen Toleranz realisiert und andererseits die 
Penetration von Mikroorganismen sowie bakterieller Überwuchs verhindert. 
Zur Gewährleistung dieser verschiedenen Funktionen ist die kontinuierliche 
Regeneration des Deckepithels entlang der Krypten-Zotten-Achse im 
Dünndarm bzw. der Krypten-Plateau-Achse im Dickdarm ein ganz 
wesentlicher Mechanismus. Die Kernphänomene der Regeneration des 
intestinalen Deckepithels umfassen Zellproliferation, Zelldifferenzierung und 
Apoptose. Diese teils gegenläufig orientierten Prozesse werden durch 
zahlreiche, sich gegenseitig beeinflussende Signaltransduktionswege 
molekular aufeinander abgestimmt und durch Modifikatoren reguliert. Ein 
solcher Modifikator ist Acyl-CoA-Synthetase 5 (ACSL5). Hierbei handelt es 
sich um ein Beispiel für einen bidirektionalen Modifikator, der einerseits 
proapoptotische und andererseits antiproliferative Eigenschaften aufweist 
und insofern auch möglicherweise Relevanz für die intestinale 
Karzinogenese hat. Während der molekulare Mechanismus der 
proapoptotischen ACSL5-Wirkung bereits charakterisiert werden konnte, 
bleibt die Molekularbiologie der antiproliferativen ACSL5-Aktivität bislang 
unverstanden. Ziel des Projektes war es, diesen Mechanismus 
molekularbiologisch zu charakterisieren.  
Es wurde die Arbeitshypothese geprüft, ob die ACSL5-Aktivität eine 
antiproliferative Modifikation der Wnt-Signaltransduktion, die einen hohen 
Stellenwert in der Regeneration der intestinalen Schleimhaut und auch in der 
intestinalen Karzinogenese hat, bedingt. Am Beispiel der Zellkultur konnte 
gezeigt werden, dass eine ACSL5-Überexpression in etablierten Zelllinien mit 
einer Überexpression von Wnt2B, einem mitochondrial exprimierten Protein 
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der Wnt-Signaltransduktion, assoziiert ist. Wnt2B wird in Gegenwart von 
ACSL5 im Mitochondrium angereichert und transloziert nicht in den Zellkern. 
Mittels Luciferase-Reporter-Assay konnte schlüssig nachgewiesen werden, 
dass die ACSL5-bedingte Retention von Wnt2B im Mitochondrium mit einer 
signifikant verminderten Wnt-Aktivität verbunden war. Als molekulare 
Ursache der Wnt2B-Akkumulation konnte eine ACSL5-abhängige 
Palmitoylierung von Wnt2B identifiziert werden. Diese Zellkulturbefunde 
wurden nachfolgend im APCmin/+-Mausmodell, an humanen Gewebeproben 
normaler Darmschleimhaut, intraepithelialen Neoplasien (Adenom) und an 
Adenokarzinomen der Darmschleimhaut weiter verifiziert. In der normalen 
Darmschleimhaut konnte die Assoziation von ACSL5-Expression und 
Akkumulation des palmitoylierten Wnt2B nachgewiesen werden. Dieser 
Befund weist auf die physiologische Relevanz des neu identifizierten 
Mechanismus hin. Die in der Zellkultur gefundene Korrelation von ACSL5-
Expression/Wnt2B-Palmitoylierung mit dem Invasionsverhalten/Malignitäts-
grad war in vivo jedoch nur ansatzweise gegeben. So zeigte sich 
insbesondere in den malignen Neoplasien dahingehend eine Entkopplung 
der unmittelbaren Assoziation von ACSL5-und Wnt2B-Expression, dass auch 
bei vermindertem ACSL5-Gehalt Wnt2B in Mitochondrien vermehrt 
palmitoyliert vorlag. Es wird davon ausgegangen, dass komplexe 
tumorimmanente molekulare Aberrationen zur ACSL5-Wnt2B-Entkopplung 
führen. 
Mit der vorliegenden Arbeit konnte ein bislang unbekannter molekularer Wnt-
assoziierter Signalweg identifiziert werden, der die antiproliferativ 
modifizierende Funktion der ACSL5 im intestinalen Deckepithel abbildet. Die 
mögliche Bedeutung dieses Signalwegs für die Homeostase der intestinalen 
Darmschleimhaut und die intestinale Karzinogenese wurde herausgearbeitet. 
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II. Summary 
 
The intestinal mucosa is characterised by a high complexity in terms of 
structure and functions and allows for a controlled demarcation towards the 
gut lumen. On the one hand, it is responsible for pulping and selective 
absorption of alimentary substances ensuring the immunological tolerance, 
on the other hand it prevents the penetration of microorganisms as well as 
bacterial outgrowth. The continous regeneration of surface epithelia along the 
crypt-villus-axis in the small intestine or the crypt-plateau-axis in the colon 
respectively is crucial to assuring these various functions. The core 
phenomena of intestinal surface epithelia regeneration comprise cell 
proliferation, differentiation and apoptosis. These partly contrarily oriented 
processes are molecularly balanced through numerous interacting signalling 
pathways and regulated by modifying factors. One of these modifiers is acyl-
CoA synthetase 5 (ACSL5). It is one example for a bidirectional modifier with 
proapoptotic and antiproliferative characteristics and could hence be of 
significant relevance for intestinal carcinogenesis. While the molecular 
mechanism of proliferating effects through ACSL5 activity is already known, 
the molecular biology of antiproliferative effects still remains unclear. The aim 
of this thesis was to characterise said mechanism from a molecular biological 
viewpoint. 
To this end the working hypothesis was examined in order to detect an 
antiproliferative modification of Wnt signalling by ACSL5 which is of 
significant value for  intestinal epithelia regeneration and intestinal 
carcinogenesis. Using cell culture models, an association between ACSL5 
overexpression and an overexpression of Wnt2B, a mitochondrially 
expressed protein of the Wnt signalling family, was revealed. In the presence 
of ACSL5, Wnt2B accumulates in mitochondrion and is unable to translocate 
into the nucleus. By means of a luciferase reporter assay, we were able to 
demonstrate that the retention of Wnt2B in mitochondrion induced by ACSL5 
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was associated with a significant decrease in Wnt activity. As a molecular 
reason for this Wnt2B accumulation we identified an ACSL5-dependent 
palmitoylation of Wnt2B. The findings from the cell culture models were 
verified using an APCmin/+ mouse model, human tissue of intestinal neoplasia 
(adenoma) and adenocarcinoma of intestinal mucosa. In the normal mucosa 
the association of ACSL5 and Wnt2B was established, the correlation of 
ACSL5 expression / Wnt2B palmitoylation with the invasion status / malignity 
found in the cell culture could, however, only rudimentarily be observed in 
vivo. Especially in malignant neoplasia the direct association between ACSL5 
and Wnt2B expression could not be established, as mitochondrial Wnt2B 
was found palmitoylated even at decreased ACSL5 expression levels. A 
possible explanation for this could be tumour innate molecular aberrations. 
This thesis identifies a molecular Wnt-associated signalling mechanism, 
which hadn't been known to date. This mechanism illustrates the 
antiproliferative modifying functions of ACSL5 in intestinal surface epithelia. 
Furthermore, the study explores the significance of said mechanism for the 
homeostasis of the intestinal mucosa and intestinal carcinogenesis. 
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1. Einleitung 
 
1.1 Aufbau und Funktion des Intestinums 
Die Hauptaufgabe des Darms besteht in der Verdauung von 
Nahrungsbestandteilen und der Resorption für den Organismus essentieller 
Nährstoffe, Elektrolyte und Wasser. Er ist beim Menschen etwa 7-8 m lang 
und unterteilt in den Dünndarm, bestehend aus Duodenum, Jejunum und 
Ileum, und dem Dickdarm, bestehend aus Caecum, Colon (untergliedert in 
Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens, Colon 
sigmoideum) und Rectum (Williams et al., 1989). Um die Resorption der 
Nahrungsbestandteile im Dünndarm zu erleichtern, weist die 
Schleimhautoberfläche eine enorme Oberflächenvergrößerung auf 
(insgesamt 300-400m2 durch Falten, Zotten und Mikrovilli), die zum Ende hin 
deutlich reduziert werden, da dort weniger Nährstoffe und mehr Wasser 
resorbiert werden.  
Neben der Verdauung und Resorption von Nährstoffen stellt die 
Darmschleimhaut aufgrund ihrer großen Kontaktfläche aber auch eine 
wichtige Barriere gegenüber dem Darmlumen und damit verbundenen 
Krankheitserregern und infektiösen Stoffen dar. Erste Abwehrmechanismen 
sind die Darmperistaltik sowie die Mukussekretion (Ehehalt et al., 2004), 
zudem verfügt der Darm über ein eigenes Immunsystem,  das 
darmassoziierte lymphatische Gewebe (Gordon et al., 1997). 
Die Darmschleimhaut erneuert sich alle zwei bis fünf Tage, damit ist sie 
eines der am schnellsten proliferierenden Gewebe des menschlichen 
Körpers (Tidball, 1971). Das Darmepithel gliedert sich in Krypten und Zotten 
(Villi). Die Krypte ist eine kontinuierliche Ausstülpung von ca. 250 epithelialen 
Zellen an der Basis der aus ca. 3500 Zellen bestehenden Zotte. Vier Zellen 
von der Kryptenbasis entfernt sitzen vier bis sechs undifferenzierte, 
epitheliale Stammzellen, die sowohl die am Boden der Krypten befindlichen 
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Panethzellen, als auch die schnell proliferierenden Vorläuferzellen 
produzieren (Potten, 1998). Die Zellen migrieren aus der Krypte zur Spitze 
der Zotte hin und durchlaufen in dieser Zeit einen Differenzierungsprozess. 
Sobald sie die Grenze zwischen Krypte und Zotte erreicht haben, verlassen 
sie den Zellzyklus und differenzieren im weiteren Verlauf zu Enterozyten, 
enteroendokrinen Zellen und Becherzellen (Heath, 1996). An der Spitze der 
Zotte findet schließlich der Zelluntergang durch Apoptose statt und die Zellen 
werden in das Lumen hin abgeschilfert.  Nur die Panethzellen verbleiben in 
der Kryptenbasis.  
 
Abb. 1: Schematische Darstellung des Darmepithels. Ein Villus mit einer Krypte, 
die zur Erneuerung des Epithels beitragen. Pfeile zeigen den Wanderungsweg der 
Zellen aus der Krypte heraus an. Stammzellen und Panethzellen liegen in der Nähe 
der Kryptenbasis. Oberhalb der Stammzellen befinden sich Transit-amplifizierende 
Vorläuferzellen, und darüber post-mitotische, differenzierte Zellen (Absorptive 
Zellen, Gobletzellen und enteroendokrine Zellen). Modifiziert nach Crosnier et al., 
2006 
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1.2 Regulatorische Signalwege in der Darmschleimhaut 
Innerhalb des Zellverbandes sind verschiedene Molekülkaskaden für die 
Weiterleitung von Informationen zuständig. Störungen in dieser 
Signaltransduktion können zu Zellentartungen und Krebs führen. Darmkrebs 
ist mit 16 % die zweithäufigste Krebserkrankung und mit 12-14 % auch die 
zweithäufigste Krebstodesursache in Deutschland (Angaben des Robert-
Koch-Instituts in Berlin, Krebs in Deutschland, 2010). Damit es nicht zu 
Entartungen kommt, bilden proliferierende Signalwege und 
Zelluntergangsgeschehen ein sensibles Gleichgewicht, indem sie 
miteinander interagieren und sich gegenseitig regulieren.   
 
1.3 Formen des Zelltods 
Es gibt verschiedene Vorgänge innerhalb der Zelle, die aus der 
Notwendigkeit des programmierten Zelluntergangs resultieren, 
beispielsweise während der Embryogenese, der Organentwicklung und in 
Geweben mit hohem Zelldurchsatz, wie zum Beispiel im schnell 
regenerierenden Darmepithel. Aber auch die Seneszenz normaler Zellen, die 
nach zahlreichen Zellteilungsvorgängen, durch DNA-Doppelstrangbrüche 
oder auch Toxine hervorgerufen wird, bedarf einer solchen Regulation.   
Die Erkenntnis vom “programmierten Zelltod” stammt aus dem Jahr 1964 
(Lockshin und Williams, 1964), der Begriff der Apoptose wurde erstmals 
1972 verwendet (Kerr et al., 1972). Das Wort stammt aus dem Griechischen 
und bezeichnet das Herunterfallen von Blättern von einem Baum. Es handelt 
sich dabei um einen genetisch vorprogrammierten, streng kontrollierten 
Zelluntergang, bei dem die Zellen einige morphologische Veränderungen 
durchlaufen. Zu beobachten sind zunächst ein Herauslösen aus dem 
Zellverband und Schrumpfen der Zelle, im Zellkern kondensiert das 
Chromatin, es erfolgt eine Fragmentierung des Kerns und die Ausbildung 
sogenannter apoptotic bodies. Hierbei handelt es sich um 
membranumschlossene apoptotische Vesikel (Fadok et al., 1992), die durch 
das sogenannte blebbing abgeschnürt und von phagozytierenden Zellen 
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beseitigt werden. Die Apoptose löst keine Entzündungsreaktion des 
Immunsystems aus, ganz im Gegensatz zur Nekrose. Bei der Nekrose 
handelt es sich um einen spontanen Zelluntergang, der durch eine 
Zellschädigung von außen hervorgerufen wird, es kommt zu einem 
Anschwellen und nachfolgendem Platzen der Zelle. Dadurch gelangen 
Zytoplasma und Zellorganellen in den Extrazellularraum, wodurch eine 
Immunantwort ausgelöst wird (Leist und Jäättelä, 2001). Apoptose und 
Nekrose sind dargestellt in Abb. 2. 
 
 
Abb. 2: Morphologie der Zellen bei Nekrose und Apoptose. Entnommen aus 
Guide to cell proliferation and apoptosis methods (Trauth und Keesey, eds.,1998). 
 
Die Induktion der Apoptose kann durch vielfältige Faktoren erfolgen. Der 
extrinsische apoptotische Signalweg wird über Rezeptoren, die auf der 
Plasmamembran lokalisiert sind, vermittelt und extrazellulär ausgelöst. Er 
spielt eine wichtige Rolle bei der Eliminierung von unerwünschten Zellen im 
Entwicklungsgeschehen und bei der Entwicklung sowie Eliminierungsfunktion 
des Immunsystems. Das initiale Ereignis der extrinsischen 
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Apoptoseinduktion stellt die Bindung von extrazellulären Liganden an 
Todesrezeptoren dar. Ein typisches Beispiel hierfür sind der Fas Ligand 
(auch: CD95) und der tumor-necrosis factor Rezeptor (TNF-R). Die 
Rezeptorbindung führt dazu, dass Initiatorcaspasen wie Caspase 8 zum so 
genannten death inducing signaling complex (DISC) rekrutiert und dort 
aktiviert werden (Boatright und Salvesen, 2003).  
Unter dem intrinsischen apoptotischen Signalweg versteht man intrazelluläre 
Vorgänge, die durch Stressfaktoren wie zum Beispiel UV-Strahlung, 
oxidativer Stress oder Chemotherapeutika ausgelöst werden. Die Aktivierung 
erfolgt Rezeptor-unabhängig und resultiert in der selektiven 
Permeabilisierung der Mitochondrien (Zou et al., 1999). Die Integrität der 
Mitochondrien ist ein wichtiger Faktor zur Regulation von pro- und anti-
apoptotischen Stimuli. Das Membranpotential und die Permeabilität werden 
durch die Familie der Bcl2-Proteine reguliert. In Anwesenheit von 
apoptotischen Signalen kommt es zur Aktivierung von pro-apoptotischen 
Bcl2-Proteinen und ihrer Translokation zu den Mitochondrien. Dort findet eine 
Permeabilisierung der äußeren Membran statt, sowie die Freisetzung des 
mitochondrialen Proteins Cytochrom c ins Cytosol. Cytochrom c interagiert 
mit dem apoptotic protease activating factor- (Apaf-) 1 und Caspase 9 in 
einem Multiproteinkomplex, dem Apoptosom (Lawen, 2003, Martin und Vuori, 
2004).  
Für diese vorab beschriebenen Entdeckungen zur "genetischen Regulierung 
der Organentwicklung und des programmierten Zellsterbens" im Fadenwurm 
C. elegans erhielten die beiden britischen Forscher Sydney Brenner und 
John Sulston sowie ihr amerikanischer Kollege Robert Horvitz 2002 den 
Nobelpreis für Medizin.  
Neben den beiden bekannten Formen des Zelluntergangs wurde 2005 
jedoch eine weitere Methode entdeckt, die einen Hybridmechanismus 
zwischen Apoptose und Nekrose darstellt, die Nekroptose (Degterev et al., 
2005). In Abwesenheit von Caspase 8 kam es zu einer Autophagie der 
Zellen, einer Art programmierter Nekrose. Vom Endoplasmatischen 
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Retikulum und dem Golgi Apparat schnürten sich Membranvesikel ab, die die 
Zellorganellen und das Zytosol einschlossen und sich anschließend mit 
Lysosomen vereinigten, was zum vollständigen Abbau der Proteine führte. 
Caspase 8 scheint also ein Inhibitor der Nekroptose zu sein und Apoptose zu 
begünstigen. Es konnte zudem ein Proteinkomplex identifiziert werden, der 
darüber entscheidet, ob die Zelle über Apoptose oder Nekroptose zugrunde 
geht, das Ripoptosom. Zentraler Bestandteil und Namensgeber ist Rip1 
neben FADD, Caspase 8, Caspase 10 und den Caspaseinhibitoren cFLIP 
Isoformen, die sich bezüglich ihrer Länge unterscheiden und durch 
alternatives Spleißen entstehen (Haag et al., 2011). cFLIPL verhindert die 
Formierung des Ripoptosoms, während cFLIPS sie begünstigt. Die cFLIP 
Isoformen regulieren die Caspaseaktivität und entscheiden somit, ob der 
Zelltod über RIP3-vermittelte Nekroptose oder Caspase-abhängige Apoptose 
geschieht (Feoktistova et al., 2011, Imre et al., 2011).  
Fehlregulationen in der Caspase-vermittelten Apoptose führen zu 
verschiedenen Krankheiten. Einen übermäßigen programmierten Zelltod 
beobachtet man zum Beispiel bei neurodegenerativen Erkrankungen, 
Parkinson, Alzheimer und AIDS, eine verminderte Apoptose hingegen bei 
Krebserkrankungen und Autoimmunerkrankungen wie Diabetes Typ 1 
(Lawen, 2003). Daher stellt die Nekroptose einen interessanten Ansatzpunkt 
zur Behandlung dar, vor allem in der HIV- und Krebstherapie, in der es zu 
apoptoseresistenten Zellen kommt.  
Im Modifikatorkonzept des intestinalen Zelluntergangs spielt unter anderem 
der Fettsäurestoffwechsel, vermittelt durch die Acyl-CoA Synthetase 5, eine 
wichtige Rolle. 
 
1.4 Acyl-CoA Synthetase 5 (ACSL5)  
Die Acyl-CoA Synthetase 5 (ACSL5) gehört zur Familie der Acyl-CoA 
Synthetasen, deren vorrangige Funktion in der Aktivierung langkettiger 
Fettsäuren durch Thioestherbildung mit Coenzym A besteht, wodurch sie das 
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Zellverhalten bezüglich Proliferation oder Apoptose beeinflussen (Gassler et 
al., 2007). 
Acyl-CoA Synthetasen spielen eine wichtige Rolle in der de novo 
Lipidsynthese, im Fettsäurenabbau und in den Membranmodifikationen. Die 
Aktivierung von Fettsäuren erfordert eine Reaktion in zwei Schritten, die 
durch diese Enzyme katalysiert wird. Im ersten Schritt wird ein Acyl-AMP 
Intermediat aus ATP gebildet. AMP wird in einer zweiten Reaktion 
ausgetauscht gegen CoA, so entsteht das aktivierte Acyl-CoA. Freie 
Fettsäuren, die Substrate dieser Enzyme, können Membranen durchqueren, 
das Produkt Acyl-CoA kann dies jedoch nicht. Eine Veresterung durch ACSL 
sorgt also dafür, dass die Zelle nicht mehr verlassen werden kann. Die Länge 
der Karbonkette (12-20 C Atome) der Fettsäuren definiert die 
Substratspezifität der verschiedenen Acyl-CoA Synthetasen. Auf dieser Basis 
wurden fünf Subfamilien definiert (Soupene und Kuypers, 2008). Sie 
unterscheiden sich am Amino-Terminus, was vermutlich ihre unterschiedliche 
Lokalisation innerhalb der Zelle bewirkt. ACSL1 und 6 sind mit der 
Plasmamembran assoziiert. Möglicherweise spielen sie eine Rolle bei der 
Fettsäureaufnahme in die Zelle. ACSL4 wurde vor allem in ER und 
Peroxisomen gefunden (Brasaemle et al., 2004). 
Das Gen ACSL5 liegt auf Chromosom 10q25.1–q25.2 (Mashima et al., 
2009). Das funktionelle Protein ist auf der inneren Mitochondrienmembran 
lokalisiert (Lewin et al., 2001, Coleman et al., 2002) und stellt einen wichtigen 
Faktor im mitochondrialen Energiehaushalt dar. Besonders interessant ist die 
Beobachtung der pH-Abhängigkeit dieses Moleküls. Vor allem bei 
alkalischen Werten ist es funktionell aktiv, was im Falle der Mitochondrien 
möglicherweise eine entscheidende Rolle spielt, da sie  im Vergleich zum 
umgebenden Zytoplasma um eine Einheit alkalischer sind und sie bei der 
Apoptoseeinleitung einen noch weiter verschobenen pH-Wert aufweisen 
(Matsuyama et al., 2000). Mashima und Kollegen wiesen in diesem 
Zusammenhang auch auf die pH Konditionen in der Tumorgenese und eine 
veränderte Funktionalität der ACSL5 hin (Mashima et al., 2005).   
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In Vorarbeiten aus der Arbeitsgruppe heraus konnte gezeigt werden, dass 
ACSL5 in einem aufsteigenden Gradienten entlang der Krypten-Plateau-
Achse exprimiert wird und die Apoptosesuszeptibilität von Enterozyten 
dahingehend beeinflusst, dass bei einer ACSL5 Überexpression die TRAIL-
vermittelte Apoptose verstärkt wird. Eine verminderte ACSL5 Expression 
zeigte sich hingegen in invasiven Adenokarzinomen, in denen die 
Proliferation verstärkt war (Gassler et al., 2007). Möglicherweise besteht ein 
funktioneller Zusammenhang zwischen der ACSL5-vermittelten 
Apoptosesuszeptibilität der Enterozyten und einem vermehrten 
Tumorwachstum. 
 
1.5 Wingless and integration site growth factor (Wnt)-Signalweg 
Der kanonische Wnt-Signalweg ist von hoher Bedeutung für die Physiologie 
der Krypten-Plateau- bzw. der Krypten-Zotten-Achse. Gegenwärtig sind 19 
verschiedene Wnt Moleküle bekannt, wobei es sich um sekretierte, 
cysteinreiche Glykoproteine von 350-400 Aminosäuren Länge handelt 
(Clevers, 2006, Wodartz und Nusse, 1998). Das zentrale Molekül der 
Signalkaskade ist das multifunktionale Protein β-Catenin. In Abwesenheit 
eines aktivierenden Wnt-Moleküls  wird β-Catenin mit verschiedenen 
Proteinen in den sogenannten Degradationskomplex eingebunden und  
durch die Casein Kinase (CK) 1 und die Glykogen Synthase Kinase (GSK) 3 
phosphoryliert. Diese Phosphorylierung ermöglicht eine Trcp-mediierte 
Ubiquitinierung und den Abbau von  β-Catenin im Proteasom (Liu et al., 
2002). Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs beginnt mit der Bindung eines 
Wnt Liganden an die cysteinreichen Domänen der transmembranen 
Rezeptoren aus der Frizzled (Fzd) Familie und Korezeptoren aus der Low-
density lipoprotein receptor-related protein (LRP) Familie. Die Bindung des 
Liganden führt zur Bildung eines Multiproteinkomplexes, an welchem unter 
anderem Dishevelled-1 (Dvl), Fzd und Axin beteiligt sind. Die Beteiligung von 
Axin an diesem Komplex führt zu einer Destabilisierung des β-Catenin 
Degradationskomplexes, wodurch sich β-Catenin im Zytoplasma anreichern 
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und  eine Translokation in den Zellkern erfolgen kann. Nukleäres β-Catenin 
aktiviert Transkriptionsfaktoren aus der T-cell factor/lymphoid enhancing 
factor (TCF/LEF) Familie, indem Groucho Proteine displatziert und eine 
Reihe von Koaktivator Proteinen wie BCL9/PYG und CBP rekrutiert werden 
(Gordon und Nusse, 2006, Klaus und Birchmeier, 2008). Dies induziert die 
Expression von c-MYC, c-JUN, Cyclin D1 und eine Reihe weiterer Gene, die 
involviert sind in Wachstum, Differenzierung, Zellzyklusprogression, 
Migration und Zellüberleben (Harris und Peifer, 2005). Die Wnt- 
Signalkaskade ist dargestellt in Abb. 3. 
 
 
Abb. 3: Vereinfachte Darstellung des kanonischen Wnt-Signalwegs. (A) Ohne 
Wnt wird β-Catenin mit Axin, APC, GSK3 und CK1 komplexiert und durch CK1 und 
GSK3 sequenziell phosphoryliert. Das phosphorylierte β-Catenin wird durch β-Trcp 
erkannt und ubiquitiniert. Daraufhin wird es im Proteasom abgebaut. (B) In 
Anwesenheit von Wnt wird die Phosphorylierung und Degradierung von β-Catenin 
inhibiert. Akkumuliertes β-Catenin  bildet einen nukleären Komplex mit den TCF/LEF 
Transkriptionsfaktoren und führt zur Aktivierung von Zielgenen. Modifiziert nach He 
et al., 2004. 
 
Aberrationen in der Wnt-Signaltransduktion sind überdurchschnittlich häufig 
mit der Genese des Dickdarmkarzinoms assoziiert (Moon et al., 2004, Reya 
und Clevers, 2005). Die Mehrheit kolorektaler Adenome und Karzinome 
beruht auf einer sporadischen oder vererbten Veränderung des 
Adenomatous polyposis coli (APC) Tumor Suppressors (Kinzler und 
Vogelstein, 1996). Hier handelt es sich zumeist um den Verlust der C-
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terminalen Regionen, in welchen sich unter anderem die Bindungsstellen für 
Axin und nukleäre Exportsignale befinden, die es dem mutierten APC Protein 
unmöglich machen, β-Catenin dem Degradationskomplex zuzuführen und als 
Tumorsuppressor zu wirken (Bienz, 2002, Sierra et al., 2006). Aus diesem 
Grund bezeichnet man APC auch als „Gatekeeper“ des kolorektalen 
Karzinoms. Doch es gibt zahlreiche weitere Faktoren, die die Wnt assoziierte 
Tumorentstehung modifizieren, zu denen unter anderem der 
Lipidmetabolismus gehört. Es wurde beschrieben, dass ein vermehrter 
Konsum von langkettigen, ungesättigten Fettsäuren die Entstehung 
kolorektaler Karzinome unterstützt (Kuniyasu, 2008). 
 
1.6 Familiäre Andenomatöse Polyposis 
Die Familiäre Adenomatöse Polyposis (FAP) ist eine autosomal dominant 
vererbbare Erkrankung, die im Menschen meist in der zweiten 
Lebensdekade morphologisch manifestiert wird. Es kommt zu einem 
Auftreten von mehreren hundert bis tausend Polypen im Dickdarm (Claes et 
al., 2011). Ein Polyp ist eine mit bloßem Auge sichtbare pilzförmige 
Gewebevermehrung der Darmschleimhaut, deren Größe von einigen 
Millimetern bis zu einigen Zentimetern variiert. Histologisch handelt es sich 
um intraepitheliale Neoplasien (IEN) der Schleimhaut (Adenome), die 
zunächst gutartig sind, jedoch in bösartige Tumore übergehen können. 
 
Abb. 4: Dickdarmsegment eines an Familiärer Adenomatöser Polyposis 
erkrankten Patienten. Zu sehen sind zahlreiche adenomatöse Polypen als 
Ausstülpungen der Darmschleimhaut. Das Bild wurde freundlicherweise überlassen 
von Prof. Otto, Heidelberg. 
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Verursacht wird die FAP durch eine Mutation am APC-Gen, welches auf 
Chromosom 5q21-q22 lokalisiert ist (Half et al., 2009). APC besteht aus 15 
Exons und bildet ein 9 kb großes RNA-Transkript und ein 312 kb großes 
finales Proteinprodukt. Es wurden bereits mindestens 136 verschiedene 
Mutationen identifiziert, von denen der überwiegende Teil (98 %) die 
Translation betrifft und zu einem verkürzten Proteinprodukt führt (Kartheuser 
et al., 1995). Eine Erkrankung an FAP betrifft ca. einen auf 5000 Menschen 
und führt in nahezu 100 % der Fälle zur Ausbildung eines Kolonkarzinoms. 
Bezogen auf die Gesamtzahl dieser Karzinome sind 1 % aus FAP 
entstanden (Hedge und Roa, 2006).  
Die APCmin/+ Maus (vgl. Kap. 2.1.12.3) stellt ein gutes Modell zur 
Untersuchung der FAP dar. Die Tiere entwickeln zahlreiche Adenome im 
Dünndarm sowie im Dickdarm. Für diesen Unterschied zur humanen 
Erkrankung, bei der die Polypen überwiegend im Dickdarm auftreten, gibt es 
bislang noch keine Erklärung. Durch verschiedene Erkenntnisse bezüglich 
Therapeutika und der Feststellung genetischer und epigenetischer 
Prädispositionen ist das Mausmodell aber durchaus anerkannt, um die 
humane FAP zu erforschen (Clarke, 2006). 
 
1.7 Secreted Frizzled-related protein (SFRP) 1 
Eine Regulation des Wnt-Signalweges erfolgt neben dem intrazellulären 
Degradationskomplex auch extrazellulär durch die Interaktion mit Wnt 
Liganden. Die Proteine der Frizzled-related protein (SFRP) Familie sind die 
ersten identifizierten Wnt-Antagonisten. Sie bestehen aus ca. 300 
Aminosäuren und enthalten eine Signalsequenz, eine Frizzled-like cysteine-
rich domain (CRD) und eine kleine, hydrophile C-terminale Domäne. Die 
Tatsache, dass diese Proteine eine signifikante Ähnlichkeit zur 
extrazellulären Domäne der Frizzled Rezeptoren aufweisen, ermöglicht es 
ihnen, Wnt-Moleküle zu binden und dadurch eine Aktivierung des Signalwegs 
zu verhindern (Rattner et al., 1997). Es konnte gezeigt werden, dass SFRP1 
in den meisten kolorektalen Karzinomen herunterreguliert ist (Caldwell et al., 
Einleitung 
 
16 
2004, Suzuki et al., 2004) und dass dies überwiegend mit einer verstärkten 
Methylierung des Gens verbunden ist. In normalen intestinalen Epithelzellen 
konnte jedoch eine Induzierung der SFRP1 Expression als Antwort auf eine 
erhöhte β-Catenin Akkumulierung im Zellkern beobachtet werden (Caldwell 
et al., 2006), was darauf schließen lässt, dass die Herunterregulation von 
SFRP1 bereits in frühen Stadien der Tumorgenese stattfindet.  
 
1.8 Wingless-type MMTV integration site (Wnt) 2B 
Wnt2B (auch: Wnt13) ist ein positiver Regulator des Wnt-β-Catenin-TCF-
Signalweges (Blasband et al., 1992, Shimizu et al., 1997, Goss et al., 2009). 
Das Gen ist lokalisiert auf dem humanen Chromosom 1p13 und homolog 
zum Protoonkogen Wnt2 auf dem humanen Chromosom 7q31 (Katoh, 2001). 
Durch alternatives Spleißen entstehen verschiedene mRNA Isoformen, die 
sich bezüglich N-Terminus, Proteinprozessierung und subzellulärer 
Lokalisation unterscheiden. Für diese Kandidatenproteine finden sich 
verschiedene Bezeichnungen in der Literatur. Katoh et al. identifizierten 2001 
zwei N-terminal unterschiedliche Spleißformen, Wnt2B1 und Wnt2B2. Sie 
zeigten, dass nur Wnt2B2 eine Hochregulation in gastrointestinalen Tumoren 
zeigte und als Aktivator der β-Catenin/ Tcf Signalkaskade fungiert (Katoh et 
al., 2001). Poulain et al. beschreiben das Zusammenspiel zwischen Wnt2 
und der Isoform Wnt2bb in der Leberentwicklung (Poulain et al., 2011), 
Struewing et al. haben drei Isoformen identifiziert, Wnt13A, Wnt13B und 
Wnt13C. Während das Wnt13A-Protein als ein typisches Wnt-Protein N-
glykosyliert und sezerniert wird, findet man Wnt13B und Wnt13C intrazellulär 
mit einer mitochondrialen bzw. nukleären Lokalisation. Wnt13B liegt in zwei 
Formen vor, L-Wnt13B besitzt N-terminal eine mitochondriale Zielsequenz 
und ist mitochondrial lokalisiert, S-Wnt13B nukleär (Struewing et al., 2006, 
Bunaciu et al., 2008, Tang et al., 2008). Im Rahmen der aktuellen 
Untersuchung wurde Wnt2B, jedoch nicht die möglichen Spleißformen von 
Wnt2B, weiter detailliert untersucht, da es um die generelle 
Charakterisierung einer möglichen Interaktion von ACSL5 und der Wnt 
Signaltransduktion ging. Die genaue funktionelle Bedeutung der 
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mitochondrialen Lokalisation des Wnt2B und eine mögliche Modifikation bzw. 
nukleäre Translokation dieses Proteins sind aktuell noch unklar. Zwar wird 
eine Assoziation zwischen Wnt2B-abhängiger Aktivierung der β-Catenin/ Tcf 
Kaskade und verstärkter Apoptosesensitivität vermutet, jedoch sind 
wesentliche Schritte in dieser Signalkaskade bislang nicht bekannt. 
Möglicherweise gibt es eine Verknüpfung zum mitochondrialen 
Fettsäurestoffwechsel und der Acyl-CoA Synthetase 5 (ACSL5). Denkbar 
wäre, dass diese mitochondriale Verknüpfung z.B. als Kofaktor die 
kanonische Wnt-Signalkette durch Wnt2B dahingehend beeinflussen kann, 
dass Apoptose oder Proliferation vermittelt werden.  
 
1.9 Molekulare Assoziation des Wnt-Signalwegs mit dem 
Fettsäuremetabolismus 
Ein interessantes Beispiel für die molekulare Assoziation des Wnt-
Signalwegs mit dem Fettsäuremetabolismus stellen die Peroxisome 
proliferator-activated receptors (PPARs) dar. Es handelt sich um eine Gruppe 
von Kernrezeptoren, die als Transkriptionsfaktoren wirken und somit die 
Expression von Genen regulieren (Michalik et al., 2006). Als Liganden der 
PPARs dienen langkettige Fettsäuren, insbesondere Arachidonsäure (Pozzi 
et al., 2010). Erst nach Bindung des Liganden werden die PPARs aktiviert 
und das Dimer kann an eine spezifische DNA-Sequenz binden, das 
Peroxisome proliferator response element (PPRE) in der Promotorregion des 
Zielgens. Die Interaktion der PPARs mit dem Wnt-Signalweg wurde von 
Jansson und Kollegen beschrieben, sie zeigten, dass die Proteinexpression 
von PPARγ nach Aktivierung des Wnt-Signalwegs deutlich anstieg, und dass 
PPARγ direkt mit β-Catenin und TCF4 interagiert (Jansson et al., 2004). Eine 
weitere Assoziation zwischen dem Wnt-Signalweg und dem 
Fettsäuremetabolismus stellt die Palmitoylierung dar (Willert et al., 2003, 
Resh, 2006, Kurayoshi et al., 2007).   
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1.10 Palmitoylierung 
Palmitat, eine 16-Carbon gesättigte Fettsäure, ist kovalent an mehr als 100 
zelluläre und virale Proteine gebunden. Bei der Mehrheit der palmitoylierten 
Proteine wird die Fettsäure über eine Thioester (S-Acyl)-Bindung 
posttranslationell an ein oder mehrere Cysteine gebunden. Zusätzlich zu 
Palmitat können das Palmitoleat, Stearat, Oleat und auch mehrfach 
ungesättigte Fettsäuren wie Arachidonat und Eikosapentaenoat sein. 
Katalysiert wird die Reaktion durch Palmitoyl-Acyltransferasen, als Donor der 
Reaktion dient Palmitoyl-CoA. Durch Palmitoylthioesterasen ist die 
Thioesterbindung reversibel, was die S-Palmitoylierung zu einem 
dynamischen Vorgang macht (Resh, 2006, Mitchell et al., 2006, Conibear 
und Davis, 2010). Für einige Proteine wurde eine Palmitoylierung am N-
terminalen Cystein beschrieben, diese bezeichnet man als N-Palmitoylierung 
(Pepinsky et al., 1998), vgl. Abb. 5.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: S-Palmitoylierung versus N-Palmitoylierung. Chemische Struktur des 
über eine Thioesterbindung (S-Palmitoylierung, (A)) bzw. eine Amidbindung (N-
Palmitoylierung, (B)) an ein Protein verbundenen Palmitats. Modifiziert nach Resh, 
2006. 
 
Die Palmitoylierung hat vielfältige Effekte auf die Funktion des Moleküls und 
ist besonders interessant in Bezug auf Signalkaskaden, da eine 
Palmitoylierung die Lokalisation und Funktionalität der Proteine beeinflussen 
kann (Smotrys und Linder, 2004, Aicart-Ramos et al., 2011). Sie erhöht die 
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Hydrophobizität der Proteine sowie die Membranassoziierung und sorgt für 
vermehrte Protein/Protein- und Protein/Lipid-Interaktionen, die für eine 
effiziente Signaltransduktion essentiell sind (Simons und Toomre, 2000). 
Auch für die Proteine aus dem Wnt-Signalweg wurden 
Fettsäuremodifikationen beschrieben, die wichtig für die Sekretion und 
Aktivität sind. Alle 19 Moleküle haben zwei posttranslationale Modifikationen 
und werden S-palmitoyliert. Doubravska und Kollegen zeigten in ihrer Studie 
(Doubravska et al., 2011), dass eine Fettsäuremodifikation am Serin die 
nachfolgende Palmitoylierung am Cystein begünstigt. Fehlte dieser 
Fettsäureanhang am Wnt-Liganden, konnten sie dennoch N-glykosyliert und 
sekretiert werden. Fehlte dagegen die N-Glykosylierung, zeigte sich nur eine 
geringe Sekretionsrate. Die Arbeitsgruppe um Gao beschäftigte sich mit der 
subzellulären Lokalisation der Wnt-Proteine und dem Einfluss, den die 
Palmitoylierung auf diese hat. Es wurde gezeigt, dass die 
Membranassoziierung der Moleküle durch diese Modifikation ermöglicht wird 
(Gao et al., 2011).  
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1.11 Zielsetzung 
ACSL5 stellt durch seine Rolle als bidirektionaler Modifikator in Bezug auf 
Apoptose und Proliferation eine mögliche Schnittstelle zwischen den eng 
vernetzten intestinalen Signalwegen dar. Aufgrund seiner Funktion im 
Fettsäurestoffwechsel und der präferentiell mitochondrialen Lokalisation des 
Enzyms wurde die Arbeitshypothese des Projektes dahingehend formuliert: 
Möglicherweise beeinflusst die Enzymaktivität der ACSL5 das ebenfalls 
mitochondrial lokalisierte Wnt2B, indem es die Translokation von Wnt2B 
zwischen Mitochondrium und Zytoplasma modifiziert. In Anwesenheit von 
ACSL5 wäre denkbar, dass lipomodifiziertes Wnt2B das Mitochondrium nicht 
verlassen kann und daher nicht zur Aktivierung der Wnt-Signalkaskade bzw. 
einer Translokation von β-Catenin beiträgt. In diesem Fall würde ACSL5 
einen Inhibitor der Wnt-Signaltransduktion darstellen.  
 
Abb. 6: Arbeitshypothese zur Interaktion von ACSL5 und Wnt2B. 
 
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Prüfung einer möglichen Interaktion 
zwischen ACSL5 und dem Wnt-Signalweg, sowie die Identifizierung und 
Charakterisierung eines möglichen molekularen Feinmechanismus. Zudem 
sollte die Relevanz der gewonnenen Erkenntnisse für komplexe biologische 
Systeme herausgearbeitet werden, indem sie in Wnt-assoziierte 
Mausmodelle sowie humane Gewebeproben übertragen wurde.  
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2. Material und Methoden 
 
2.1 Materialien 
2.1.1 Geräte 
Absaugpumpe  Vacosafe (IBS Integra Bioscience, CH) 
Ausgießstation  HistoCenter 2 (Thermo Scientific, 
Karlsruhe) 
Autoklav     Fedegari AutoklaviSPA (Biomedis, Gießen) 
Blotkammer      Trans-Blot Semi-dry (BioRad, München) 
Brutschrank    (Biotron Labortechnik, Hilden) 
Dampfsterilisator   Varioclav (Thermo Scientific, Karlsruhe) 
Deionisierungsanlage  MilliQ (Millipore, Schwalbach) 
DNA-Elektrophorese-Apparatur  (Serva, Heidelberg) 
Eismaschine    (Ziegra, Hannover) 
Feinwaage    (Sartorius, Göttingen) 
Fluoreszenzmikroskop   Eclipse 80i (Nikon, Düsseldorf) 
Fluormeter     M 200 (Tecan, Crailsheim) 
Geldokumentationsgerät / UV (Intas, Göttingen) 
Gelgieß-Einrichtungen  Blot System Mini Protean III (Biorad, 
München) 
Gewebeeinbettautomat  Shandon Excelsior (Thermo Scientific, 
Karlsruhe)  
 AFS2 (Leica, Wetzlar) 
Gewebehomogenisator   VDI 12 (IKA Labortechnik, Staufen) 
Heizplatte    (IKA Labortechnik, Staufen) 
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Kryokonservierungsgerät   Nicool LM 10 (Air Liquide, Düsseldorf) 
Kryostat    (Thermo, Frankfurt) 
Mikroskope     Dialux 20 EB (Leitz, Wetzlar)  
Axiovert 25 (Zeiss, Jena) 
Netzteile    Power Pac Basic (BioRad, München) 
Power Pac Universal (BioRad, München) 
pH Meter     766 Calimatic (Knick, Berlin) 
Pipetten     Research (Eppendorf, Hamburg) 
Pipettierhilfe    Pipettus Akku (Hirschmann, Eberstadt) 
Realtime PCR Gerät   iQ5 (BioRad, München) 
Reinraumwerkbank   Hera Safe (Heraeus, Düsseldorf) 
Röntgenfilmentwickler  Optimax (Protec medical systems, 
Oberstenfeld) 
Rotationsmikrotom    RM2145 (Leica, Wetzlar) 
Schüttler    Stuart SSL4 (Barloworld, Südafrika) 
Thermomixer compact (Eppendorf, 
Hamburg) 
     Vortex (Heidolph, Schwabach) 
     Überkopfschüttler Biometra OV2 (Biometra, 
   Göppingen) 
Spektralphotometer   Nanodrop ND-1000 (Peqlab, Erlangen) 
Stickstofftank    Arpege 170 (Air Liquide, Düsseldorf) 
Thermocycler Veriti Thermal Cycler, 96 Well (Applied 
Biosystems, Darmstadt) 
Transmissionselektronenmikroskop  (Philips, Niederlande) 
Ultramikrotom    Ultracut (Leica Microsystems, Wetzlar) 
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Ultraschallhomogenisator   Sonoplus (Bandelin Electronic, Berlin) 
Wärmeschrank   (Heraeus, Düsseldorf) 
Wasserbäder  TW8 (98°C) (Julabo Labortechnik, 
Seelbach) 
     (GFL, Großburgwedel) 
Zellzählgerät    Casy 1 (Schärfe System, Reutlingen) 
Zentrifugen     5417R (Eppendorf, Hamburg) 
     Sorvall RC 5B Plus (Sorvall, England) 
     Biofuge pico (Heraeus, Düsseldorf)  
Megafuge 1.0 (Heraeus, Düsseldorf) 
 
2.1.2 Chemikalien  
Alle verwendeten Chemikalien wurden von folgenden Firmen bezogen: 
AppliChem GmbH (Darmstadt) 
BioRad (München) 
Carl Roth (Karlsruhe) 
Fluka Chemie GmbH (Schweiz) 
ICN Biomedicals (USA) 
Innovatis (Reutlingen) 
Invitrogen (Karlsruhe) 
Medac (Wedel)  
Merck (Darmstadt) 
Roche (Mannheim) 
Serva (Heidelberg) 
Sigma-Aldrich (Steinheim)  
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2.1.3 Verbrauchsmittel 
Blot-Papier     (BioRad, München) 
Chemilumineszenz Film  (GE Healthcare, England) 
Deckgläser     (Langenbrinck, Emmendingen) 
Einbettkassetten    (Thermo Scientific, Karlsruhe) 
Fettstift     DakoPen (DAKO, Hamburg) 
Kulturgefäße Gewebekulturflaschen T75 (Greiner bio-
one, Frickenhausen) 
Gewebekulturschalen 10cm2 (Becton 
Dickinson, Karlsruhe) 
Chamber Slides LabTek (Nalge Nunc TM, 
USA) 
Kanülen  BD Microlance 27G 19mm (Becton 
Dickinson, Karlsruhe) 
Mikrotomklingen    A35 (Feather/ PFM, Köln) 
Multiwellplatten  Flachboden, 6-, 96-Well (Becton-Dickinson, 
Heidelberg) 
     Rundboden, 96-Well (Peqlab, Erlangen) 
Objektträger  Histoslides adhäsiv (Thermo Scientific, 
Karlsruhe) 
Pipetten     5ml, 10ml, 25ml (Corning, Bodenheim) 
Pasteurpipetten (Sarstedt, Nümbrecht) 
Pipettenspitzen  10µl, 100µl, 1000µl (NerbePlus, 
Winsen/Luhe) 
Reaktionsgefäße    1,5ml, 2ml (Eppendorf, Hamburg) 
Kryoröhrchen (VWR, Langenfeld) 
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Glasröhrchen, Teflon-beschichteter Deckel 
(Kimble Chase, Meiningen) 
Falconröhrchen, 50ml (Becton Dickinson, 
Heidelberg) 
Sterilfilter  Glocken-Sterilfilter 0,2µm (Sartorius, 
Göttingen) 
Transfer Membranen   Immobilon-P (Millipore GmbH, Schwalbach) 
Verschlussfilm   Microseal ’B’Film (BioRad, München) 
Zellschaber     (Roth, Karlsruhe) 
 
Weitere Verbrauchsmaterialien wurden über die Abteilung Fertigvorrat des 
Universitätsklinikums Aachen bezogen. 
 
2.1.4 Software 
Densitometrische Auswertung ImageJ (National Institutes of Health, USA)  
Fluoreszenzmikroskop  NIS-Elements (Nikon GmbH, Düsseldorf) 
Fluormeter      Tecan I-control (Tecan, Crailsheim) 
Geldokumentation   Intas GDS (Intas, Göttingen) 
Realtime PCR   iQ5 Standard Edition (BioRad, München) 
Spektralphotometer   Nano ND-1000 (Peqlab, Erlangen) 
Versuchstier-Datenbank  TierBase (P. Nielsen, Gundelfingen) 
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2.1.5 Molekularbiologische Reagenzien, Reaktionskits und Enzyme 
2.1.5.1 Reagenzien für cDNA-Synthese, Realtime-PCR und 
Gelelektrophorese 
DNase    DNase I (Roche, Mannheim) 
DNase Reaktionspuffer  (Roche, Mannheim) 
Kit für Reverse Transkription Reverse Transcription System (Promega, 
Mannheim) 
Ladepuffer Loading dye, 6x (New England Biolabs, 
Frankfurt) 
Längenstandards Low Molecular Weight DNA Ladder (New 
England Biolabs, Frankfurt) 
 1kb DNA Ladder (New England Biolabs, 
Frankfurt) 
Realtime PCR Mix iQ5 SYBR Green (BioRad, München) 
RNase Inhibitor Protector RNase Inhibitor (Roche, 
Mannheim) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 7: DNA-Längenstandards. 
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2.1.5.2 Reagenzien für Transfektion und siRNA Knockdown 
Antibiotikum zur Selektion  Geneticin (Invitrogen, Karlsruhe) 
Transfektionsreagenzien  Fugene (Roche, Mannheim) 
     HiPerfect (Qiagen, Hilden) 
 
2.1.5.3 Reagenzien für Klonierung, Transformation und 
Plasmidextraktion 
Agar LB Agar (Roth, Karlsruhe) 
Antibiotikum Ampicillin (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
Gelextraktionskit Gel extraction kit (Invitrogen, Karlsruhe) 
LB Medium (Roth, Karlsruhe) 
PCR Aufreinigung PCR Purification Kit (Qiagen, Hilden) 
PCR Extender System (5Prime, Hamburg) 
Plasmidisolations-Kits Plasmid Miniprep Kit (Peqlab, Erlangen) 
 Plasmid Maxiprep Kit (Qiagen, Hilden) 
Puffer für Ligation (New England Biolabs, Frankfurt) 
Puffer für Restriktionsenzyme (New England Biolabs, Frankfurt) 
Restriktionsenzyme EcoRI, XbaI (New England Biolabs, 
Frankfurt) 
T4 DNA Ligase (New England Biolabs, Frankfurt) 
Vektor pGEM-TEasy (Promega, Mannheim) 
 
2.1.5.4 Reagenzien für Proteinbestimmung, SDS-PAGE und Western 
Blot 
Chemilumineszenz Substrate ECL Western Blotting Substrate (Thermo 
Scientific, Karlsruhe) 
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 Supersignal West Femto Substrat (Thermo 
Scientific, Karlsruhe) 
Längenstandard PeqGold V (Peqlab, Erlangen) 
Probenpuffer 2x Laemmli (Sigma-Aldrich, Steinheim) 
Proteaseinhibitor Complete Mini (Roche, Mannheim) 
Proteinassay Dc Protein Assay, Reagenz A, B, S 
(BioRad, München) 
 
2.1.5.5 Reagenzien für Mitochondrienisolation, Immunpräzipitation und 
Acyl-Biotin-Austausch 
Palmostatin B (Chemische Biologie des Max-Planck-
Instituts für molekulare Physiologie, 
Dortmund) 
                         
 Abb. 8: Strukturformel von Palmostatin B 
 
Proteaseinhibitor Halt Protease und Phosphatase Inhibitor 
Cocktail (Thermo Scientific, Karlsruhe) 
Sepharose Kügelchen Protein G Sepharose 4 Fast Flow (GE, 
Düsseldorf) 
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2.1.5.6 Reagenzien für den Luciferase Assay 
Rekombinantes Wnt3A (R&D Systems, Wiesbaden) 
Luciferase Assay Dual Luciferase Assay (Promega, 
Mannheim) 
 
2.1.5.7 Reagenzien für Immunhistochemie 
Antikörperverdünner Vir-Dil (Medac, Wedel) 
Eindeckmittel Vectashield (Vector, USA) 
Vitroclud (Langenbrinck, Emmendingen) 
M.O.M. Immunodetektionskit  MOM Kit (Vector, USA)  
Peroxidase Substrat  DAB Peroxidase Substrate Kit (Vector, 
USA) 
 
2.1.6 Medien, Puffer und Lösungen 
Soweit nicht anders angegeben wurden die Puffer und Lösungen mit 
deionisiertem Wasser angesetzt. 
 
2.1.6.1 Medien und Lösungen für die Zellkultur 
Medien DMEM 4,5 g/l Glucose (Sigma-Aldrich, 
Steinheim) 
 EMEM (Sigma-Aldrich, Steinheim)  
Medienzusätze L-Glutamin 1,6 mM (PAA, Cölbe) 
 Penicillin 40000 U/ml, Streptomycin (PAA, 
Cölbe) 
 Na-Pyruvat (Gibco, USA) 
 Non-essential Amino Acids (Gibco, USA) 
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 DMSO (Gibco, USA) 
Serum Fetal Bovine Serum, Certified (Invitrogen, 
Karlsruhe) 
 
2.1.6.2 Medien für die Bakterienkultur 
Medien  LB-Medium (Roth, Karlsruhe) 
 LB-Agar (Roth, Karlsruhe) 
 
SOC Medium  Reagenzien  Volumen 
Trypton  5 g 
 Hefeextrakt  1,25 g 
 NaCl   150 mg 
 KCl   45 mg 
 MgCl2  510 mg 
 MgSO4  615 mg 
 Glucose   20 mM 
ad 250ml  
 
2.1.6.3 Puffer für Gelelektrophorese 
TBE (50x) Reagenzien  Volumen 
 Tris   108 g 
 Borsäure  55 g 
 EDTA (0,5 M, pH 8) 40 ml 
 ad 1 l 
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2.1.6.4 Puffer und Lösungen für SDS-PAGE und Western Blot 
Anodenpuffer I/II (10x) Reagenzien  Volumen 
 Tris   36,5 g / 365 g 
 ad 1 l 
 
Blockierungspuffer Reagenzien  finale Konzentration 
 TBST   1x 
 Magermilchpulver 5 % 
 
Kathodenpuffer Reagenzien  Volumen 
 Tris   30,2 g 
 Aminohexansäure 50,25 g 
 ad 1 l 
 
LE-Puffer (10x) pH 8,8 Reagenzien  Volumen 
 Tris   108 g 
 Glycin   144 g 
 ad 1 l   
Stripping Puffer Restore Western Blot Stripping Buffer 
(Thermo Scientific, Karlsruhe) 
 
Waschpuffer TBST, pH 7,5 Reagenzien  Volumen 
 1 M NaCl  30 ml 
 1 M Tris, pH 7,5 20 ml 
 Tween 20  0,5 ml 
 ad 1 l 
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2.1.6.5 Puffer für die Mitochondrienisolation 
MB-Puffer, pH 7,5 Reagenzien  finale Konzentration 
 Mannitol  210 nM 
 Sucrose  70 mM 
 EDTA   1 mM  
 HEPES  10 mM  
 
2.1.6.6 Puffer für die Immunpräzipitation 
IP Puffer Reagenzien  finale Konzentration 
 HEPES pH 7,4 20 mM 
 NaCl   50 mM 
 Na4P2O7  30 mM 
 NaF   50 mM 
 Triton X-100  0,2 % (v/v) 
 Glycerol  10 % (v/v) 
 ZnCl2   5 µM 
 
2.1.6.7 Puffer und Lösungen für die Immunhistochemie und 
Immunfluoreszenz 
Zitratpuffer pH6 Reagenzien  finale Konzentration 
- Stammlösung A Zitronensäure  21,01 g 
 ad 1 l  
- Stammlösung B Natrium-Zitrat  29,41g 
 ad 1 l  
 36ml A + 164 ml B ad 2 l  
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PBS (10x) Reagenzien  finale Konzentration  
 KCl   30mM 
 KH2PO4  15mM 
 NaCl   1,37M 
 Na2HPO4 2H2O 65mM 
  
TBS Reagenzien  finale Konzentration 
 NaCl   0,9% 
 Tris   0,02M 
 
2.1.6.8 Lysepuffer für murine Schwanzspitzenbiopsien 
Reagenzien  finale Konzentration  
     Tris-HCl pH 8.0 1M 
EDTA pH 8.0  0,5M 
NaCl   1M 
SDS    1% 
 
2.1.7 Oligonukleotide 
Die verwendeten Oligonukleotidprimer wurden von der Firma Eurofins MWG 
Operon (Ebersberg) synthetisiert. 
Name Sequenz (5´-3´-Richtung) Länge [bp] 
hCyclophilin s 
hCyclophilin as 
CATTTGCCATGGACAAGATG 
ACCCCACCGTGTTCTTCGAC 
300 
 
mGapdh s 
mGapdh as 
GGTCGGTGTGAACGGATTTGGCCG 
GTTAGTGGGGTCTCGCTCCT 
238 
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hWnt2B s 
hWnt2B as 
GTGTCCTGGCTGGTTCCTTA 
AGCTGGTGCAAAGGAAAGAA 
186 
 
mWnt2B s 
mWnt2B as 
CGAGGTGGCAAACATCCTAT 
CTTTGAAGGCTCCACTCCTG 
177 
 
hACSL5 s 
hACSL5 as 
TTTTTGTACACGGGGAGAGC 
ACAGGCTGTCAATTTGGGTC 
321 
 
mACSL5 s 
mACSL5 as 
GCCTTGCTTGGGATACAGAA 
CCCACTCTGGCCTATTTTGA 
164 
 
mSFRP1 mut s 
mSFRP1 mut as 
GTCTCGTTGCTGCATAAACC 
TCGTCTGCTCATCCATGACC 
480 
 
mSFRP1 WT s 
mSFRP1 WT as 
CGGCCAGCGAGTACGACTACG 
TCGGGCCAGTAGAAGCCGAAG 
370 
 
hBetaCatenin s 
hBetaCatenin as 
GCCGGCTATTGTAGAAGCTG 
TGATGTCTTCCCTGTCACCA 
320 
mBetaCatenin s 
mBetaCatenin as 
GTGCAATTCCTGAGCTGACA 
CTTAAAGATGGCCAGCAAGC 
248 
pGEM-TEasy s 
pGEM-TEasy as 
CCGACGTCGCATGCTCCC 
TCCCATATGGTCGACCTG 
 
 
CMV s 
BGH PolyA as 
AAATGGGCGGTAGGCGTG 
TAGAAGGCACAGTCGAGG 
 
 
 
Tabelle 2.1: Eingesetzte Oligonukleotide 
 
2.1.8 Antikörper 
Primärantikörper   Spezies Hersteller      
ACSL5    Maus   Abnova, Heidelberg 
βAktin    Maus   Sigma-Aldrich, Steinheim 
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βCatenin    Maus   BD Transduction Laboratories, USA 
CoxIV    Kaninchen Cell Signaling / NEB, Frankfurt 
EZ-Link Biotin BMCC    Thermo Scientific, Karlsruhe 
GAPDH    Maus   AbD Serotec, Düsseldorf 
KD7    Ratte  (Gassler et al., 2004) 
Ki67    Kaninchen Thermo Scientific, Karlsruhe 
Streptavidin HRP     Thermo Scientific, Karlsruhe 
Wnt2B    Kaninchen  Abcam, England 
 
Sekundärantikörper    Spezies Hersteller    
Anti-Kaninchen IgG HRP      Esel Santa Cruz Biotech, Heidelberg 
Anti-Maus IgG HRP      Esel Santa Cruz Biotech, Heidelberg 
Anti-Ratte IgG HRP       Esel Santa Cruz Biotech, Heidelberg 
Histofine Anti-Maus HRP      Ziege Thermo Scientific, Karlsruhe 
Anti-Maus Cy3       Esel Jackson Immunoresearch, USA 
Anti-Kaninchen Gold 15 nm   Ziege Aurion, Niederlande 
Anti-Ratte Gold 10 nm      Ziege Aurion, Niederlande 
 
2.1.9 Plasmide und siRNAs 
Plasmid / siRNA     Funktion    
pcDNA_dest40 (Invitrogen, Karlsruhe)  Originalvektor 
pcDNA_dest40_hACSL5  Expression der humanen 
ACSL5 
pcDNA3.1-myc-HisA (Invitrogen, Karlsruhe) Originalvektor 
pGEMTEasy (Promega, Mannheim)  Klonierungsvektor 
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pcDNA3.1-myc-HisA_Wnt2B  Expression des humanen 
Wnt2B 
pGL4.10[luc2] (Promega, Mannheim)  Firefly Luciferase Vektor 
pGL4.70[hRluc] (Promega, Mannheim)  Renilla Luciferase Vektor 
Hs_ACSL5_6 (Qiagen, Hilden)  Spezif. Knockdown ACSL5 
Expression 
Hs_ACSL5_7 (Qiagen, Hilden)  Spezif. Knockdown ACSL5 
Expression 
Hs_WNT2B_6 (Qiagen, Hilden)  Spezif. Knockdown Wnt2B 
Expression 
Hs_WNT2B_8 (Qiagen, Hilden)  Spezif. Knockdown Wnt2B 
Expression 
All Stars Neg. siRNA (Qiagen, Hilden)  Kontroll-siRNA   
 
2.1.10 Verwendete Zelllinien 
HEK293 (ATCC CRL-1573) Humane embryonale Nierenzelllinie, 
epithelien- und fibroblastenartig.  
CaCo2 (ATCC HTB-37) Humane  Kolorektale 
Adenokarzinomzelllinie mit enterozytärer 
Differenzierung.  
CaCo2 ACSL5fl CaCo2 Zellline, stabil transfiziert mit 
pcDNA_dest40_hACSL5, Klon 3/25 
(Gassler et al. 2007). 
CaCo2 pcDNA_dest40  CaCo2 Zellinie, stabil transfiziert mit 
pcDNA_dest40, Klon P14 (Gassler et al. 
2007).  
Die beiden hier eingesetzten Transfektanten wurden im Institut für Pathologie 
am Universitätsklinikum Heidelberg erzeugt, die HEK293 Zellen entstammen 
dem Institut für Biochemie am Universitätsklinikum Aachen. 
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2.1.11 Gewebematerial 
Die verwendeten humanen Gewebeproben stammen von Patienten, die an 
Familiärer Adenomatöser Polyposis (FAP) erkrankt sind bzw. ein kolorektales 
Adenokarzinom haben. Es handelt sich um vollständig anonymisiertes 
Archivmaterial, das im Rahmen der klinischen Diagnostik gewonnen und 
histopathologisch im Institut für Pathologie aufgearbeitet, befundet und 
archiviert wurde. Es handelt sich um formalinfixiertes, in Paraffin 
eingebettetes Material. Die Nutzung der Gewebe für wissenschaftliche 
Zwecke erfolgte in Übereinstimmung mit den Inhalten der Deklaration von 
Helsinki und mit Befürwortung durch die zuständige lokale Ethikkommission. 
 
2.1.12 Versuchstiere 
2.1.12.1 SFRP1 Knockout Mausmodell 
Für die tierexperimentellen Untersuchungen wurde ein SFRP1-knockout 
Mausmodell verwendet, welches durch Prof. Dr. Edgar Dahl (Institut für 
Pathologie am Universitätsklinikum Aachen) zur Verfügung gestellt wurde. Es 
handelt sich um einen Inzuchtstamm der Linie C57 BL/6J. Die Mäuse wurden 
im Institut für Versuchstierkunde des UK Aachen unter standardisierten 
Bedingungen entsprechend der geltenden Tierschutzrichtlinien gehalten. 
 
2.1.12.2 SFRP1 Knockout Mäuse nach High-fat Diät 
Darmgewebe von SFRP1 knockout Mäusen, die über 24 Wochen hinweg mit 
einer stark fettreichen Nahrung, der sogenannten Western Diet, gefüttert 
wurden, wurde uns durch Prof. Dr. Hermann Wasmuth (Klinik für 
Gastroenterologie, Stoffwechselerkrankungen und Internistische 
Intensivmedizin, Med. Klinik III am Universitätsklinikum Aachen) zur 
Verfügung gestellt. Regelmäßig wurden die Tiere gewogen und einem 
Glukose-Toleranztest unterzogen. 
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2.1.12.3 APCmin/+ Mausmodell 
Dieses Mausmodell wurde uns durch Prof. Dr. Jürgen Bernhagen (Institut für 
Biochemie und Molekulare Zellbiologie am Universitätsklinikum Aachen) zur 
Verfügung gestellt, es stammt ursprünglich aus dem Jackson Laboratory 
(Moser et al., 1990). Der C57BL/6J-Min/+-Stamm entwickelt intestinale 
Adenome. Min (multiple intestinal neoplasia) ist eine autosomal dominante 
Eigenschaft mit einer nonsense-Mutation im Codon 850 des murinen APC-
Gens, homozygote Mäuse sind nicht lebensfähig. In der Zucht werden 
heterozygote Männchen mit Wildtyp-Weibchen verpaart. Die heterozygoten 
Tiere entwickeln bei fettreicher Ernährung zahlreiche Adenome im 
Intestinaltrakt und eine Anämie. Das durchschnittlich erreichte Lebensalter 
der heterozygoten Tiere beträgt 120 Tage.  
 
2.2 Methoden 
2.2.1 Zellkulturtechniken und biochemische Methoden 
2.2.1.1 Kultivierung und Passagieren von humanen, adhärent 
wachsenden Zelllinien 
Für die zellkulturtechnischen Experimente wurden CaCo2- und HEK293- 
Zelllinien verwendet. Sämtliche Schritte wurden an einer Steril-Arbeitsbank 
mit sterilen Lösungen durchgeführt. Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte in 
einem befeuchteten Brutschrank bei 37 °C unter konstanter Begasung mit 5 
% CO2. Die Zellen wurden standardmäßig in T75 Zellkulturflaschen in 10 ml 
Komplettmedium kultiviert. Beim Erreichen einer Dichte von ca. 90 % wurden 
die Zellen passagiert. Dazu wurde das Medium entfernt, die Zellen mit 
sterilem PBS gewaschen und durch eine Inkubation von 3 min. bei 37°C mit 
3 ml Trypsin-EDTA von der Zellkulturflasche gelöst. Das enthaltene EDTA 
bindet das Kalzium im Medium und Trypsin greift die kalziumabhängigen 
Adhäsionsmoleküle an, so dass die Bindungen der Zellen untereinander und 
an die Flaschenoberfläche gelöst werden. Die Enzymreaktion wurde durch 
Zugabe von FKS enthaltendem Kulturmedium inaktiviert. Die Zellen wurden 
durch Zentrifugation bei 1200 rpm für 5 min. sedimentiert und in frischem 
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Medium resuspendiert. Zellen, die nur schwach adhärent wachsen, konnten 
durch Abspülen von der Kulturschale gelöst werden. Die vereinzelten Zellen 
wurden je nach Bedarf in einer Verdünnung von 1:2 bis 1:10 in einer neuen 
Kulturflasche in frischem Medium ausgesät. 
 
2.2.1.2 Einfrieren und Auftauen von Zellen 
Zur Aufbewahrung von Zellen können diese in flüssigem Stickstoff 
eingefroren werden. Dem normalen Medium werden 5 % DMSO und 10 % 
FKS zugefügt. Zum Auftauen wurden die gelagerten Zellen im Wasserbad 
erwärmt und rasch in vorgewärmtem Medium aufgenommen. Dies verdünnte 
das DMSO, welches bei Raumtemperatur eine toxische Wirkung auf die 
Zellen hat. 
 
2.2.1.3 Behandlung der Zellen mit Palmostatin B (PalmB) 
Palmostatin B ist eine Substanz mit einem Molekulargewicht von 376 kDa, 
welches uns von Prof. Herbert Waldmann (Institut für Chemische Biologie am 
Max-Planck-Institut für molekulare Physiologie, Dortmund) zur Verfügung 
gestellt wurde. Es wirkt gerichtet gegen das Enzym, das für die Abspaltung 
der Fettsäureanker verantwortlich ist. Wird dieses Enzym ausgeschaltet, 
bleibt die Palmitoylierung erhalten und kann in nachfolgenden Analysen 
dargestellt werden. 
Zu den nahezu konfluent gewachsenen Zellen in einer 10 cm Zellkulturschale 
wurde 30 µM PalmB gegeben und für 30 min. im Brutschrank inkubiert. 
 
2.2.1.4 Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit Wnt3A 
Wnt3A ist ein Mitglied der Wnt-Signaltransduktion, welches die Aktivierung 
der Signalkaskade bewirkt (Kestler und Kühl, 2011). Zur Aktivierung des 
Wnt-Signalwegs wurden die nahezu konfluent gewachsenen Zellen mit 200 
ng / ml rekombinantem Wnt3A für eine Stunde im Brutschrank inkubiert. 
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2.2.1.5 Transiente Transfektion von Zellen 
Bei einer Transfektion wird Fremd-DNA in die Zellen eingeschleust. Das 
Transfektionsreagenz Fugene wurde, entsprechend den Herstellerangaben, 
mit Serum-freiem Zellkulturmedium vermischt und für 5 min. bei RT stehen 
gelassen. 1 µg der zu transfizierenden DNA wurde dem Mix zugefügt und für 
15-45 min. bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch tropfenweise 
auf die Zellen pipettiert und für 24 h im Brutschrank weiterkultiviert.  
 
2.2.1.6 RNA Interferenz in Zellen 
Mittels siRNA wird ein spezifischer knockdown des gewünschten Zielgens 
bewirkt. Das Transfektionsreagenz HiPerfect wurde mit Serum-freiem 
Medium und der siRNA oder Kontroll-siRNA vermischt. Nach einer 
Inkubation von 15-45 min. bei RT wurde die Lösung tropfenweise auf die 
Zellen gegeben und für 96 h im Brutschrank weiterkultiviert, wobei nach 48 h 
eine Neutransfektion erfolgte.  
 
2.2.1.7 Mitochondrienisolation 
Die Mitochondrienisolation erfolgt durch Sucrose-
Dichtegradientenzentrifugation und manuelles Aufschließen der Zellen 
mittels Kanülen (27G, 19 mm).  
Die Zellen wurden zunächst mit PBS gewaschen und von der Kulturschale 
abgeschabt. Nach einer Zentrifugation für 5 min. bei 1200 rpm wurde das 
Pellet in 1 ml MB-Puffer resuspendiert und durch eine Kanüle durch die 
Scherkräfte aufgeschlossen. Die Sucrose-Dichtegradientenzentrifugation 
erfolgte bei 3033 rpm und 4 °C für 7 min. In diesem Schritt bildeten nicht 
aufgeschlossene Zellen, Zelltrümmer und Zellkerne das Pellet, während die 
Mitochondrien und weitere leichte Zellorganellen im Überstand verblieben. 
Dieser wurde in ein Zentrifugenröhrchen überführt, das Pellet erneut in MB-
Puffer resuspendiert und manuell aufgeschlossen. Der Vorgang wurde 
insgesamt dreimal wiederholt, dann wurden die gesammelten Überstände in 
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den Zentrifugenröhrchen bei 11000 rpm und 4 °C für 30 min. zentrifugiert. 
Durch diesen Zentrifugationsschritt wurden die Mitochondrien (mit geringen 
Mengen an Lysosomen, Peroxisomen und Teilen des ER) sedimentiert. Das 
Pellet wurde entweder direkt in die Immunpräzipitation eingesetzt, oder zur 
Analyse im Western Blot in 80 µl PBS aufgenommen, zu gleichen Teilen mit 
Lämmli-Puffer versetzt und für 5 min. bei 95 °C aufgekocht. 
 
2.2.1.8 Acyl-Biotin-Austausch 
Für den Acyl-Biotin-Austausch wurde das Pellet aus der 
Mitochondrienisolation in 250 µl 1 M Hydroxylamin(hydrochlorid) 
aufgenommen und für 1 Stunde bei 900 rpm inkubiert, wobei die Probe alle 
15 min. abzentrifugiert wurde. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation bei 
3000 g für 2 min. Das gewonnene Pellet wurde mit 10 µl 320 µM Biotin-
BMCC versetzt und 2 Stunden bei 4 °C im Überkopfschüttler rotiert. Nach 2 
min. Zentrifugation mit 3000 g wurde das Pellet mit PBS gewaschen, erneut 
zentrifugiert und beim zweiten Waschschritt in ein frisches Reaktionsgefäß 
überführt. Das  Pellet wurde abschließend mit 20 µl Probenpuffer versetzt 
und für 5 min. bei 95 °C aufgekocht. 
 
2.2.1.9 Immuno-Gold-Labeling und elektronenmikroskopische 
Darstellung von Zellen 
Mittels Elektronenmikroskopie ist es möglich, Zellen in einer Auflösung von 
bis zu 0,1 nm zu betrachten. Die Untersuchung erfolgte in Kooperation mit 
der Elektronenmikroskopischen Einrichtung (EME) am Universitätsklinikum 
Aachen. 
Zunächst wurden CaCo2 Zellen in einer T75 Zellkulturflasche kultiviert. Die 
Fixierung erfolgte für 4 h bei RT mit 3 % Paraformaldehyd + 0,2 % 
Glutaraldehyd, dann wurde für 2 h mit PBS gespült. Die Zellen wurden 
abgeschabt und in 2 % Agarose eingebettet. Sehr kleine Stücke der 
erkalteten Agarose wurden dann in Lowicryl (HM20) eingebettet. Dies 
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erfolgte im Gerät AFS2, die Aushärtung unter UV-Licht. Die entstandenen 
Blöcke wurden zunächst semi- und anschließend ultradünn geschnitten an 
einem Ultramikrotom. Dies wurde durchgeführt durch Frau Hiltrud Königs, 
Elektronenmikroskopische Einrichtung (EME) am Universitätsklinikum 
Aachen. 
Zur Immuno-Gold-Markierung wurden die Ultradünnschnitte auf Cu/Rh-Netze 
aufgezogen und zunächst die freien Aldehydgruppen mit 50 mM NH4CL (in 
PBS) für 3 x 10 min. blockiert. Nach 5-minütigem Waschen in PBS wurden 
die Zellen für 30 min. mit 3 % BSA + 5 % Normalserum (in PBS) behandelt, 
zur Blockierung der unspezifischen AK-Bindungsstellen. Nach weiteren 2-3 
Waschschritten mit PBS + BSA (0,2 %) für jeweils 10 min. erfolgte eine 2-
stündige Inkubation mit dem Primär-Antikörper KD7 (unverdünnt) bzw. 
Wnt2B (1:100). Dann wurde 6x in PBS + BSA (0,2 %) für je 5 min. 
gewaschen und der Gold-markierte Sekundärantikörper (Goat-Anti-Rabbit 15 
nm, Verd. 1:50 bzw. Goat-Anti-Rat 10 nm, Verd. 1:50) zugegeben und für 1,5 
Stunden inkubiert. Nach weiteren 6 Waschschritten in PBS wurden die Zellen 
für 10 min. mit 3 % Glutaraldehyd in PBS fixiert, 5x 3 min. mit A. dest. gespült 
und getrocknet. 
 
2.2.1.10 Herstellung von Paraffingewebeschnitten 
Direkt nach der Entnahme wurde das Frischgewebe zugeschnitten, in 
Einbettkassetten überführt und in 4 %-igem Paraformaldehyd fixiert. Die 
Fixierdauer ist abhängig von der Gewebedicke, da die 
Eindringgeschwindigkeit ca. 2 mm pro Stunde beträgt. Nach der Fixierung 
erfolgte die Entwässerung des Materials im Gewebeeinbettautomat über 
Nacht, indem die Kassetten eine aufsteigende Alkoholreihe im einstündigem 
Wechsel durchlaufen und nach dem Intermedium Xylol in Paraffin die 
Entwässerung abschließen. Am nächsten Tag wurden die Gewebestücke 
dann in 60 °C heißem Paraffin ausgerichtet und auf einer Kühlplatte mittels 
eines Metallförmchens zu einem Paraffinblock ausgehärtet. Nach dem 
vollständigen Aushärten des Blöckchens konnten Gewebeschnitte der 
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gewünschten Dicke am Rotationsmikrotom hergestellt und über ein 38°C 
warmes Wasserbad zur Streckung auf Objektträger aufgezogen werden. Zur 
besseren Anhaftung an den Objektträger während der nachfolgenden 
Färbungen wurden die Schnitte über Nacht im Wärmeschrank bei 37 °C 
gelagert.  
 
2.2.1.11 Hämatoxylin-Eosin- (HE)-Färbung 
Die HE-Färbung ist eine routinemäßig durchgeführte Übersichtsfärbung. 
Hämalaun färbt alle sauren bzw. basophilen Strukturen blau, insbesondere 
Zellkerne mit der darin enthaltenen DNA und das mit Ribosomen 
angereicherte raue endoplasmatische Retikulum (rER). Eosin ist ein 
synthetischer saurer Farbstoff und färbt alle acidophilen bzw. basischen 
(eosinophilen) Strukturen rot, was vor allem die Zellplasmaproteine umfasst. 
Die Paraffingewebeschnitte wurden durch Einstellen in Xylol für 3x 10 min. 
und eine absteigende Alkoholreihe (jeweils 5 min. und je 2x 100 %, 96 %, 70 
% Ethanol) entparaffiniert. Die Kernfärbung erfolgte mit Hämalaun für 5 min., 
dann wurde für 10 min. in Leitungswasser gebläut. Die nachfolgende 
Färbung mit Eosin (0,1 % in A. dest.) dauerte 3 min. und wurde in A. dest. 
ausgewaschen und in 80 %-igem Ethanol differenziert. Zur Entwässerung 
wurden die Schnitte noch 2 x 5 min. in 100 % Ethanol und 2 x 10 min. in 
Xylol eingestellt, danach eingedeckelt mit Vitroclud und einem Deckglas.  
 
2.2.1.12 Immunhistochemie an Gewebeschnitten 
Die am Vortag hergestellten ca 2µm dicken Paraffingewebeschnitte wurden 
durch Einstellen in Xylol für 3x 10 min. und eine absteigende Alkoholreihe 
(jeweils 5 min. und je 2x 100 %, 96 %, 70 % Ethanol) entparaffiniert. Nach 
Abspülen in A. dest. erfolgte ein 30-minütiges Epitopretrievel mit Zitratpuffer 
im Wasserbad bei 98 °C und Abkühlen für 20 min. bei RT. Danach wurden 
die Schnitte in A. dest. eingestellt. Anschließend erfolgte eine 10-minütige 
Inkubation in 3 % H2O2, um die endogene Peroxidase auszureagieren, die 
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durch 3-maliges Waschen für 5 min. in TBS/T beendet wurde. Um Lösung zu 
sparen und Austrocknen wärend der Inkubationszeiten zu verhindern, 
wurden hier die Schnitte mit einem Fettstift (DAKO pen) umrandet. 
Für die Färbung von ACSL5 auf Mausgewebe war es vonnöten, einen MOM-
Block für 1 Stunde aufzutragen, da dieser Antikörper aus der Maus stammt 
und zu unspezifischen Reaktionen führen könnte. Nach dem Waschen (2 x 5 
min. TBS, 1 x 5 min. TBST) wurde 5 min. nur MOM Diluent aufpipettiert, um 
den Schnitt zu equilibrieren. Der Primärantikörper Anti-ACSL5 wurde 1/25 in 
MOM Diluent verdünnt und für 1 h bei RT und über Nacht bei 4°C inkubiert, 
die Negativkontrolle (Reagenzienkontrolle) nur mit MOM Diluent. Am 
nächsten Tag wurde 3 x 5 min. mit TBST gewaschen und 30 min. mit dem 
Peroxidase-konjugierten Sekundärantikörper-Polymer (Histofine Anti-Maus), 
biotinfrei, behandelt. Nach nochmaligem Waschen mit TBST (3 x 5 min.) 
erfolgte die HRP-Reaktion mit Diaminobenzidine (DAB) und eine 
Gegenfärbung mit Hämalaun nach Mayer. Zur Entwässerung wurden die 
Schnitte schließlich durch eine aufsteigende Alkoholreihe geführt und für 2 x 
15 min. in Xylol eingestellt, bevor sie mit Vitroclud und einem Deckglas 
eingedeckelt wurden. 
 
2.2.1.13 Immunfluoreszenz  
In dieser Nachweismethode erkennt ein spezifischer Primärantikörper, an 
den der Sekundärantikörper bindet, das gewünschte Antigen. Dieser 
Sekundärantikörper ist mit einem fluoreszierenden Chromogen gekoppelt, 
welches eine charakteristische Fluoreszenz erzeugt.  
Die Immunfluoreszenz wurde sowohl an Gewebeschnitten als auch an Zellen 
durchgeführt. Dazu wurden die Zellen auf Labteks kultiviert und bei 
ausreichender Dichte konnte nach Entfernen des Mediums und einmaligem 
Waschen mit PBS die aufgesetzte Kammer entfernt und mit dem 
Objektträger, an den die Zellen adhäriert wurden, weitergearbeitet werden. 
Die Schnitte oder Zellen wurden für 10 min. mit kaltem Aceton bei -20 °C 
fixiert und dann bei RT luftgetrocknet. Nach 2 x 1 min. Waschen mit PBS 
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erfolgte die Blockierung in Antikörperverdünner. Der Primärantikörper wurde 
1:250 in Antikörperverdünner verdünnt und 90 min. bei RT in einer feuchten 
Kammer inkubiert.  Nach drei 1-minütigen Waschschritten wurde der 
Sekundärantikörper Anti-Maus Cy3, der mit Indocarbocyanin konjugiert ist, 
1:250 in Antikörperverdünner verdünnt und  für 30 min. im Dunklen in einer 
feuchten Kammer mit dem Gewebe oder den Zellen inkubiert. Dann wurde 3 
x 1 min. mit PBS gewaschen, die Flüssigkeit mit einem Tuch abgesaugt und 
mit Vectashield eingedeckelt. Vectashield enthält DAPI, wodurch die 
Kernfärbung als separater Schritt entfällt. Die Präparate müssen dunkel bei 
4°C gelagert werden, zur Konservierung ist eine Umrandung mit Nagellack 
möglich. Cy3 hat sein Absorbtionsmaximum bei 553 nm und erzeugt eine 
rote Fluoreszenz. 
 
2.2.2 Molekularbiologische Methoden 
2.2.2.1 Isolation genomischer DNA aus murinen 
Schwanzspitzenbiopsien 
Zur Identifizierung transgener Tiere wurde DNA aus Schwanzspitzenbiopsien 
isoliert. Diese wurden für mindestens 4 Stunden bei 56 °C und 1000 rpm in 
750 µl Lysepuffer (vgl. Kap. 2.1.6.8) inkubiert. Nach Zentrifugation bei 12000 
g für 10 min. wurde der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt, 
1:1 mit Isopropanol versetzt und gemischt, dann bei 12000 g bei 4 °C für 10 
min. zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde zweimal mit 
70 % Ethanol gewaschen und bei 37 °C für 10 min. getrocknet, bevor es in 
200 µl A. bidest. aufgenommen und für 1 h bei 37 °C und 300 rpm 
geschüttelt wurde.  
 
2.2.2.2 RNA-Isolation aus Zellen und Gewebe  
Die RNA-Isolation erfolgte mittels Tri-Reagenz. Der Vorteil an dieser 
Methode ist, dass man aus einer Probe RNA, DNA und Protein isolieren 
kann.  
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Ein Gewebestück von ca. 50 mg oder nahezu konfluent gewachsene Zellen 
in einer 6-Well Zellkulturschale wurden mit 1 ml Tri-Reagenz für 10 min. bei 
RT lysiert, bei Darmgewebe musste dies mit einem Gewebehomogenisator 
unterstützt werden. Eine Zugabe von 200 µl Chloroform (CHCl3), 15-
sekündiges Vortexen und 10 min. Inkubation bei RT sowie Zentrifugation für 
15 min. bei 12000 rpm und 4°C bewirkte eine Phasentrennung. Die RNA-
Phase befindet sich bei dieser Methode oben, abgesetzt von DNA- und 
Proteinphase. Diese obere Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß 
überführt und der Reinigungsschritt mit Chloroform noch einmal wiederholt. 
Die RNA-Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit dem 
gleichen Volumen an Isopropanol versetzt. Nach Vortexen und Zentrifugation 
für 15 min. bei 12000 rpm und 4°C wurde der Überstand abgenommen, das 
Pellet mit 500 µl 80 % Ethanol gewaschen und 5 min. bei 10000 rpm und 4 
°C zentrifugiert. Das Pellet wurde bei RT getrocknet und in 40 µl RNAse-
freiem Wasser aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte 
photometrisch am Nanodrop Spektralphotometer.  
 
2.2.2.3 DNAse Verdau und Erststrang cDNA Synthese mittels reverser 
Transkription 
Um mögliche DNA-Kontaminationen von der RNA-Probe zu entfernen, 
wurden 5 µg Gesamt-RNA mit RNAse-freier DNase I bei 37 °C für 1,5 h und 
10 min. bei 75 °C in einem Gesamtvolumen von 20 µl nach 
Herstellerangaben inkubiert. Anschließend erfolgte die cDNA Synthese mit 
Hilfe des Reverse Transkriptionssystems (Promega) nach Herstellerprotokoll, 
umgeschrieben wurde 1 µg / µl. 
 
2.2.2.4 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 
Die Polymerase Kettenreaktion dient der Vervielfältigung von spezifischen 
DNA-Sequenzen. Sequenz-spezifische Oligonukleotide liefern freie 3´OH-
Gruppen, die als Ansatzstellen für das Enzym, die DNA-Polymerase dienen, 
und ermöglichen damit die Polymerisation des DNA-Abschnitts. Der Begriff 
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„Kettenreaktion” beschreibt in diesem Zusammenhang die Tatsache, dass 
die Produkte vorheriger Zyklen als Ausgangsstoffe für den nächsten Zyklus 
dienen und somit eine exponentielle Vervielfältigung ermöglichen. 
 
2.2.2.5 Genotypisierungs-PCR 
Die Genotypisierung der SFRP1-knockout Mäuse erfolgte über eine Multiplex 
PCR. Eingesetzt wurde die aus den Schwanzspitzenbiopsien isolierte 
Gesamt-DNA. Die Primerpaare für die spezifische Detektion von mutiertem 
SFRP1-Allel sowie Wildtyp wurden als kombinierter Primermix in die 
Reaktion eingesetzt. 
 
Ansatz Mastermix   PCR Komponente    Volumen  
dNTPs (2,5 mM)    2 µl 
PCR Puffer (5x)   5 µl 
MgCl2 (25 mM)   1,5 µl 
Primer SWFRP1 WT s (10 µM) 1 µl 
Primer SFRP1 WT as (10 µM) 1 µl 
Primer SFRP1 mut s (10 µM) 1 µl 
Primer SFRP1 mut as (10 µM) 1 µl 
Taq Polymerase (5 U/µl)  0,25 µl 
DNA     50 ng 
H2O     ad 25 µl 
 
Das PCR-Programm läuft in folgenden Schritten ab: 
Denaturierung  3 min.  94 °C   1 Zyklus 
Denaturierung  1 min.  94 °C   
Hybridisierung  1 min.  60 °C   35 Zyklen 
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Elongation   1 min.  72 °C 
Elongation   3 min.  72 °C 
Kühlen   ∞  4 °C  
 
In den homozygoten SFRP1-knockout Tieren wurde die Gensequenz 
zwischen dem SFRP1-Startkodon in Exon 1 und der Kpn1 
Restriktionsschnittstelle im Intron 1 des SFRP1 Gens durch eine LacZ-
Neomycin-Genkassette ersetzt (Abb. 9 A). Anstelle von SFRP1 werden nun 
LacZ (β-Galaktosidase) und Neomycin unter der Kontrolle des SFRP1 
Promotors exprimiert. Die Oligonukleotidprimer zur Detektion des Wildtyp 
SFRP1 amplifizieren eine 370 bp lange Sequenz aus Exon 1 des Gens, die 
Primer zur Detektion des mutierten Allels ein 480 bp langes Amplifikat des 
LacZ-Neomycin-Produktes (Abb. 9 B). Diese Produkte sind nach erfolgter 
Gelelektrophorese der PCR-Produkte im 2 % Agarosegel gegen einen 
Längenstandard zu identifizieren. 
 
 
Abb. 9: Modell des SFRP1 Knockout Mausmodells. (A) Genomische Struktur und 
Restriktionsschnittstellen des SFRP1 Wildtyp (WT) Gens und des knockouts 
(SFRP1lacZ) mit Sequenzersetzung durch eine LacZ-Neomycin-Genkassette. (B) 
Gelelektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte. Das Amplifikat des LacZ-
Neomycin-Produktes zeigt eine Bande bei 480 bp, die Wildtyp Bande liegt bei 369 
bp. Heterozygote Tiere resultieren in einer Darstellung beider Banden. Entnommen 
aus Joesting et al., 2008. 
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2.2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 
Mit Hilfe der Agarose-Gelelektrophorese ist es möglich, Nukleinsäuren der 
Länge nach aufzutrennen und anhand ihrer Größe zu identifizieren. Die 
negativ geladene DNA wandert im elektrischen Feld zur Anode, wobei 
kleinere Moleküle die Agarosestruktur schneller durchqueren als größere. Ein 
Versetzen des Gels mit Ethidiumbromid, welches in den Doppelstrang 
interkaliert, dient dem Sichtbarmachen der DNA im UV-Licht.  
Durch Aufkochen wurde die Agarose in TBE-Puffer gelöst und nach dem 
Abkühlen auf ca. 60 °C mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid versetzt und in einer 
entsprechenden Kammer ausgegossen. Die Proben wurden 1:5 mit 
Ladepuffer versetzt und im Gel für 30 min. bei einer Feldstärke von 5 Volt/cm 
aufgetrennt. Zur Identifizierung der unter UV-Licht detektierten Banden wurde 
ein Größenstandard mitgeführt.  
 
2.2.2.7 Semi-quantitative Realtime-PCR 
Diese PCR ermöglicht eine semi-quantitative Messung der relativen 
Genexpression in Echtzeit. Die PCR-Maschine ist mit einer UV-Lampe und 
CCD-Kamera ausgestattet und detektiert in doppelsträngige DNA 
interkalierende Fluoreszenz-Farbstoffe wie SYBR Green. Dieser Farbstoff 
fluoresziert erst, wenn er an den Doppelstrang gebunden ist und bietet den 
Vorteil der universellen Verwendbarkeit. Das gemessene Fluoreszenzsignal 
pro Zyklus der Amplifikation ist direkt proportional zu den PCR-Produkten. 
Das PCR-Programm läuft in folgenden Schritten ab: 
Denaturierung 5 min.  95 °C   1 Zyklus 
Denaturierung 15 s  95 °C   
Hybridisierung 15 s  63 °C   40 Zyklen 
Elongation  20 s  72 °C 
Schmelzkurve 1 min.  55 °C 
   15 s  55 °C bis 95 °C 89 Zyklen 
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Für jede Probe wird der Crossing Point (Ct)-Wert ermittelt, der Zyklus, in 
welchem der definierte Schwellenwert erreicht wird. Je höher die Expression 
des Zielgens ist, desto eher ist der Schwellenwert erreicht und der Ct-Wert 
dementsprechend kleiner. Zur Normalisierung der Ergebnisse wird für jede 
Probe ein Haushaltsgen als interner Standard gemessen, im humanen 
System wurde Cyclophilin, bei Mäusen mGAPDH verwendet. Die 
Auswertung erfolgte mit den folgenden Gleichungen: 
 
∆Ct = Ct Zielgen - Ct Referenzgen   Differenz der Ct-Werte von Zielgen 
und Referenzgen 
∆∆Ct = ∆Ct ProbeA- ∆Ct ProbeB  ∆Ct-Differenz zwischen zwei Proben  
2-∆∆CT      Expression des Zielgens 
 
2.2.2.8 Klonierung von Wnt2B 
Bei der Klonierung wird ein gewünschtes Gen in einen Vektor integriert, um 
es vermehren und weiter untersuchen zu können.  
Für die Plasmidklonierung wurde das Plasmid (pGEM-TEasy, Promega) mit 
Hilfe von Restriktionsendonukleasen versetzt geschnitten, so dass 
überhängende Enden, sogenannte sticky ends, entstanden. Die Zielsequenz 
wurde mittels PCR amplifiziert, dabei wurden spezifische Primer verwendet, 
die komplementäre Enden zur Plasmid-DNA anhängten. Der PCR-Ansatz 
wurde mit 100 ng DNA in einem Gesamtvolumen von 50 µl angesetzt. In der 
nachfolgenden Ligation, die durch die T4-DNA-Ligase katalysiert wurde, 
erfolgte dann die kovalente Verbindung der Einzelstrangenden. Die 
einzusetzenden Mengen an Vektor und Insert waren dabei abhängig von der 
Länge, es wurde eine Ratio von 1:3 für Vektor zu Insert eingerechnet. Die 
Ligation wurde bei 4 °C über Nacht durchgeführt. Im nächsten Schritt erfolgte 
die Transformation in kompetente Bakterien, verwendet wurden E. coli 
JM109, laut Herstellerangaben (Promega). Die Identifizierung positiver Klone 
geschah durch Ausplattieren auf einem Selektions-Nährboden (LB-AMP-
Material und Methoden 
 
51 
IPTG-XGal), auf welchem nur die Kolonien wachsen, die nach erfolgreicher 
Transformation das entsprechende Resistenzgen aufgenommen haben, es 
wurden jeweils 5 Klone in Röhrchen mit 5 ml LB-Medium + Ampicillin zur 
weiteren Vermehrung angeimpft und nach Bebrütung die DNA isoliert mit 
Hilfe des Plasmid Mini Kits (Peqlab) laut Herstellerprotokoll. Die isolierten 
Plasmide wurden in einem Restriktionsverdau mit EcoRI geschnitten, um 
positive Klone zu selektieren, und zur Sequenzierung an die Firma MWG 
gesendet. Die verwendeten Sequenzierungsprimer binden direkt vor und 
hinter der eingebrachten Ziel-DNA. Anschließend konnte der Einbau des 
Zwischenkonstruktes in den Zielvektor pcDNA3.1-myc-HisA (Invitrogen) 
erfolgen. Abschließend wurde die DNA isoliert mit Hilfe des Plasmid Maxi 
Kits (Qiagen). 
 
2.2.2.8 Luciferase Reporter Assay 
Luciferase ist ein Enzym aus dem Leuchtkäfer und ist verantwortlich für 
Lichtemission. Es katalysiert die Oxidation von Luciferin (+ATP +O2) zu 
Oxyluciferin (+AMP+ PPi +CO2 +Licht), wobei die Lichtproduktion 
proportional zur Luciferasemenge ist. Zur Darstellung der Aktivierung des 
Wnt-Signalwegs wurde das Luciferase-Gen vor den TCF-Promotor kloniert 
und mithilfe eines Vektors in die Zelllinie eingebracht. Die Promotoraktivität 
lässt sich so über die Menge des emittierten Lichts (Lumineszenz)  
bestimmen. 
Es wurde der Duale Luciferase Assay von Promega verwendet. Dieser misst 
im ersten Schritt die Aktivierung des TCF-Reporterplasmids, im gleichen 
Reaktionsansatz kann anschließend eine Normalisierung über eine andere 
Luciferase aus  Renilla reniformis erfolgen. Die umgesetzten Reaktionen sind 
in Abb. 10 dargestellt.  
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Abb. 10: Reaktionsprinzip des Dualen Luciferase Assays. Umgesetzte 
Reaktionen von Firefly und Renilla Luciferase. Entnommen aus dem Handbuch zum 
Dual Luciferase Assay System (Promega). Die Durchführung des Assays 
erfolgte entsprechend den Herstellerangaben, die Lumineszenz wurde am 
Fluormeter detektiert. 
 
2.2.3 Proteinchemische Methoden 
2.2.3.1 Proteinisolation aus Zellen und Gewebe  
Die Proteinisolation wurde mittels Tri-Reagenz durchgeführt, die 
Phasentrennung erfolgte analog zur RNA-Isolation (vgl. Kap. 2.2.2.2). Die 
Unterphase (organische Phase) wurde mit 1,5 ml Isopropanol versetzt, 
vorsichtig durch Schwenken gemischt und für 10 min. bei RT inkubiert, dann 
für 10 min. bei 12000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 2 ml 
0,3 M Guanidin-HCl in 95 % Ethanol gewaschen, 20 min. bei RT inkubiert 
und 5 min. bei 10000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde 
3x mit 0,3 M Guanidin-HCl in 95 % Ethanol und einmal mit 100 % Ethanol 
wiederholt. Nach Trocknung des Pellets wurde es mit Hilfe einer Kanüle in 
250 µl 7,5 M Harnstoff / 1,8 M DTT, versetzt mit Proteaseinhibitor, 
aufgenommen und für eine Stunde bei RT stehen gelassen. Schließlich 
wurde das Proteinlysat mit Ultraschall behandelt und für 3 min. bei 95 °C 
aufgekocht.  
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2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration 
Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der Proteinassay von 
BioRad durchgeführt, der auf der Methode nach Bradford basiert. Er nutzt die 
Eigenschaft einer sauren Lösung von Coomassie Brilliant Blue G-250, bei 
Bindung an Proteine ihr Absorptionsmaximum von 465 nm auf 595 nm zu 
verschieben. Die gemessene Zunahme der Absorption lässt so auf die 
Proteinkonzentration in der Lösung schließen. Anschließend wurde jede 
Probe auf die gewünschte Zielkonzentration verdünnt.  
 
2.2.3.3 Immunpräzipitation von Wnt2B 
Bei der Immunpräzipitation wird ein Protein mit Hilfe eines Antikörpers 
aufkonzentriert und über Protein G-gekoppelte Sepharose-Beads isoliert. 
Insbesondere Proteininteraktionen kann man mit dieser Methode sehr gut 
untersuchen.  
Zur Vorbereitung der Sepharose Kügelchen wurden je Reaktionsansatz 20 µl 
zweimal in 1 ml Lysepuffer gewaschen und bei 300 g für 2 min. 
abzentrifugiert. Das Pellet aus der Mitochondrienisolation (vgl. Kap. 2.2.1.7) 
wurde mit 500 µl Lysepuffer, versetzt mit Proteaseinhibitor, resuspendiert, 5 
min. bei RT inkubiert und für 20 min. bei 300 g abzentrifugiert. Der Überstand  
wurde zu den Sepharose Kügelchen überführt und mit 1 µg Wnt2B 
Antikörper versetzt. Die Inkubation erfolgte für 2 Stunden auf dem 
Überkopfschüttler bei 4 °C. Anschließend wurde dreimal mit Lysepuffer 
gewaschen und bei 300 g für 2 min. zentrifugiert. Das Pellet wurde direkt in 
den Acyl-Biotin-Austausch eingesetzt (vgl. Kap. 2.2.1.8). 
 
2.2.3.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
Zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen unter denaturierenden 
Bedingungen wurden 10 %-ige SDS-Polyacrylamid-Gele verwendet, die aus 
einem Trenngel und einem Sammelgel bestehen, die sich hinsichtlich ihres 
pH-Werts, der Ionenstärke und ihres Vernetzungsgrades unterscheiden. Das 
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Sammelgel dient zur Konzentrierung der Proben, die dann im Trenngel 
entsprechend ihrer molekularen Größe aufgetrennt werden. Die 
Elektrophorese erfolgte in einer Mini-Protean III Zelle (BioRad) nach 
Herstellerangaben. 
     Trenngel (10 %)   Sammelgel  
Acrylamid    3,3 ml    0,75 ml 
Trenngel-Puffer   2,5 ml 
Sammelgel-Puffer       1,25 ml 
Wasser    4,1 ml    2,9 ml 
APS     60 µl    30 µl 
TEMED    12,6 µl   20 µl  
Vor dem Auftrag auf das Gel wurden die Proben mit 2 x Probenpuffer 
versetzt und für 5 min. bei 95°C aufgekocht. Zur Identifizierung der Proteine 
wurde zusätzlich ein Größenstandard aufgetragen. 
 
2.2.3.5 Western Blot 
Als Western Blot bezeichnet man den Transfer von Proteinen aus einer 
Gelmatrix auf eine Trägermembran, auf welcher die Proteine immobilisiert 
und in weiteren Versuchen nachgewiesen werden können.  
Geblottet wurde mit Hilfe des Trans-Blot Semy-dry Systems von BioRad 
unter Verwendung eines diskontinuierlichen Puffersystems auf eine PVDF-
Membran. Dazu wurden zunächst 3 Lagen Blotpapier in Anodenpuffer I 
getränkt und in die Kammer gelegt. Darauf geschichtet wurden 3 Lagen 
Blotpapier, welches in Anodenpuffer II getränkt wurde. Die Membran musste 
zunächst in Methanol geschwenkt werden, um für die sich anschließenden 
wässrigen Lösungen zugänglich zu sein. Nach Abspülen in A. dest. wurde 
sie auf die Blotpapiere gelegt. Darauf kamen das in Kathodenpuffer 
geschwenkte Gel und 2x 3 Lagen in Kathodenpuffer getränktes Blotpapier. 
Wichtig beim Aufeinanderschichten war die Vermeidung von Luftblasen. Der 
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Transfer verlief bei einer Spannung von 160 mA für eine Membran über 45 
min. bei Raumtemperatur. 
 
2.2.3.6 Immundetektion 
Die immunologische Detektion ermöglicht den spezifischen Nachweis von 
Proteinen mittels Antikörpern. Ein Primärantikörper erkennt dabei eine 
spezifische Peptidsequenz und bindet daran. Er selbst wird dann aufgrund 
seiner Spezies wiederum von einem Sekundärantikörper erkannt und 
gebunden. Der Sekundärantikörper wurde mit Horseradish Peroxidase (HRP) 
gekoppelt, durch die eine Reaktion katalysiert wird, durch die es letztendlich 
zu einer Emission von Licht kommt (Chemilumineszenz), die mit Hilfe eines 
Röntgenfilms detektiert werden kann.   
Nach dem Western Blot wurde die Membran für 1 Stunde in 10 ml 
Waschpuffer mit 5 % Milchpulver geschwenkt, um unspezifische 
Bindungsstellen zu blockieren. Die Inkubation mit dem in Waschpuffer 
verdünnten Primärantikörper erfolgte für 1 Stunde bei RT und anschließend 
noch bei 4 °C über Nacht unter konstantem Schwenken. Danach wurde die 
Membran mit Waschpuffer gewaschen (6x 5 min.) und mit dem in 
Waschpuffer verdünnten Sekundärantikörper für 1 Stunde bei RT inkubiert. 
Die Reaktion mit dem Chemilumineszenz Substrat erfolgte laut 
Herstellerangaben. Anschließend erfolgte die Detektion durch Belichtung und 
Entwicklung eines Röntgenfilms. Im Falle einer nachfolgenden Inkubation mit 
weiteren Antikörpern wurden die gebundenen Antikörper mit einer 
sogenannten Stripping Lösung wieder von der Membran abgelöst. Nach 
erneutem Blocken konnte wieder mit einem Primärantikörper inkubiert 
werden. 
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2.2.4 Tierexperimentelle Methoden 
2.2.4.1 Haltung von Versuchstieren 
Die Haltung der verwendeten Mauslinien erfolgte im Institut für 
Versuchstierkunde des Universitätsklinikum Aachen entsprechend der 
Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes, der  FELASA (Vereinigung 
der Europäischen Gesellschaften für Versuchstierkunde) und GV-Solas 
(Deutsche Gesellschaft für Versuchstierkunde) unter standardisierten 
Zuchtbedingungen (LANUV Projektnummer TV-10333).  
Die Erfassung der Zucht und Haltung von Versuchstieren sowie die 
Dokumentation von Tierexperimenten und Transparenz zwischen 
Wissenschaftler, Projektleiter, Tierpfleger und Zuchtadministratoren wurde 
über die Datenbank TierBase organisiert. 
 
2.2.4.2 Bestrahlung von Versuchstieren 
Die Bestrahlungsexperimente erfolgten in Kooperation mit der Klinik für 
Gastroenterologie, Stoffwechselerkrankungen und Internistische 
Intensivmedizin, Med. Klinik III am Universitätsklinikum Aachen. Die SFRP1 
knockout Mäuse wurden mit 1 Gy bestrahlt und anschließend für eine 
Inkubationszeit von drei Stunden in den Käfig zurückgesetzt. 
 
2.2.4.3 Euthanasierung und Organentnahme 
Die Euthanisierung der Versuchstiere erfolgte mittels zervikaler Dislokation. 
Die Tiere wurden in Rückenlage fixiert, über den Bauchraum eröffnet und die 
einzelnen Organe entnommen. Je ein Teil der Gewebematerialien wurde in 4 
% Formalin zur nachfolgenden Paraffineinbettung fixiert, die restlichen 
Gewebe in flüssigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. Von 
jedem Tier wurde eine Schwanzspitzenbiopsie genommen und bei -20 °C 
eingefroren, um eine nachträgliche Genotypisierung zu ermöglichen. 
 
Material und Methoden 
 
57 
2.2.5 Statistische Auswertung 
Sämtliche Experimente wurden mindestens dreimal durchgeführt. Die 
Ergebnisse sind als Mittelwerte mit Standardabweichung dargestellt. Zum 
Paargruppenvergleich bei Normalverteilung wurde der zweiseitige, gepaarte 
Fisher´s Exact T-Test angewandt. Als statistisch signifikant wurde ein p-Wert 
< 0,05 gewertet. 
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3. Ergebnisse 
 
3.1 Mitochondriale ACSL5 Expression als Modifikator der Wnt-Aktivität 
Um eine Interaktion von ACSL5 mit dem Wnt-Signalweg zu identifizieren, 
wurden zunächst zwei Zellkulturmodelle etabliert. Zum einen handelte es 
sich um CaCo2 Zellen, zum anderen um HEK293 Zellen. CaCo2 ist eine 
etablierte humane Zelllinie eines Adenokarzinoms des Kolons. Diese Zellen 
haben eine Mutation im APC und reflektieren somit die häufig zu findende 
Situation der humanen Erkrankung mit einem in seiner Regulation gestörten 
Wnt-Signalweg (Sääf et al., 2007). Bezüglich der CaCo2 Zellen wurde 
sowohl mit Wildtyp Zellen als auch mit einer stabilen ACSL5 Transfektante 
(Klon 3/25) und einer Vektorkontrolle (Klon P14, pcDNA_dest40) gearbeitet. 
Bei HEK293 handelt es sich um ein Zellkulturmodell, das häufig zu Studien 
am Wnt-Signalweg eingesetzt wird, da es über eine intakte Wnt-
Signalkaskade verfügt (Gujral und MacBeath, 2010). Die Zellen leiten sich 
von einer menschlichen embryonalen Nierenzelle (Human Embryonic 
Kidney) ab, die mit DNA-Teilen des menschlichen Adenovirus 5 transformiert 
wurde (Shein und Enders, 1962). Die Charakterisierung von HEK293 
bezüglich ACSL5 mittels PCR und Western Blot ergab, dass ACSL5 
physiologisch in diesen Zellen nicht exprimiert bzw. synthetisiert wird. 
Insofern bestanden optimale Voraussetzungen, um den möglichen Einfluss 
von ACSL5 auf die Wnt-Signaltransduktion in HEK293 Zellen mittels on-/off-
System (transiente ACSL5 Expression) zu charakterisieren. 
Beide Zelllinien, CaCo2 und HEK293, wurden zudem für die entsprechenden 
Versuche transient mit Wnt2B und/oder Reporterplasmiden für den 
Luciferase Assay transfiziert. Mit Hilfe dieses Assays wurde die Aktivierung 
des Wnt-Signalwegs gemessen. Die Interaktion zwischen ACSL5 und Wnt2B 
wurde über einen Assay zur Bestimmung der Palmitoylierung untersucht.  
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3.1.1 Mitochondriale Kolokalisation von ACSL5 und Wnt2B in 
kultivierten Zellen 
Um die zelluläre Kompartimentierung von ACSL5 und Wnt2B zu 
charakterisieren, wurden zunächst CaCo2 Zellen bezüglich Mitochondrien 
und Zytoplasma fraktioniert und die Proteinexpression im Western Blot 
bestimmt. Als Referenz zur Reinheit der Kompartimente dienten β-Aktin 
(Zytoplasma) und CoxIV (Mitochondrien). Bei einer Überexpression von 
ACSL5 wurde auch deutlich mehr Wnt2B in der mitochondrialen Probe 
nachgewiesen, während die Proteinexpression im Zytoplasma unverändert 
blieb.  
 
Abb. 11: Expression von ACSL5 und Wnt2B in Mitochondrien und Zytoplasma. 
Der Nachweis erfolgte im Western Blot, als fraktionsspezifische Referenzantikörper 
wurden β-Aktin (Zytoplasma) und CoxIV (Mitochondrien) verwendet. (n=3) 
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Zur Evaluation einer möglichen Änderung der mRNA Expression von Wnt2B 
in Abhängigkeit von ACSL5 wurde eine Realtime PCR durchgeführt. Die 
eingesetzten Proben entstammten CaCo2 Zellen, es wurde ein ACSL5 
knockdown mittels siRNA durchgeführt. Über die Methode der RNA-
Interferenz wird ein gezieltes Abschalten des Gens mit Hilfe von siRNA 
ermöglicht, woraufhin Rückschlüsse auf die Funktion des von ihm kodierten 
Proteins abgeleitet werden können. Als Kontrolle diente eine negative 
Kontroll-siRNA. In Abwesenheit von ACSL5 zeigte Wnt2B eine deutlich 
erhöhte mRNA Expression. 
 
Abb. 12: Wnt2B mRNA Expression in An- und Abwesenheit von ACSL5. Mittels 
Realtime PCR wurde die relative mRNA Expression von ACSL5 und Wnt2B in 
CaCo2 Zellen gemessen, als Referenzgen diente Cyclophilin. (n=3, p<0,05) 
 
Die Darstellung der Assoziation von Wnt2B und ACSL5 wurde in CaCo2 
Zellen durchgeführt. In Leer- (Klon P14, pcDNA_dest40) und ACSL5 
Volltransfektanten (Klon 3/25) wurde die Proteinexpression von Wnt2B mit 
Hilfe der Doppelimmunfluoreszenz gezeigt. Die vermehrte Expression von 
ACSL5 war in Koinzidenz mit einer deutlich verstärkten zytoplasmatischen 
Akkumulation von Wnt2B. Allein durch die Immunhistologisierung gelang 
Ergebnisse 
 
61 
eine weiterführende subzelluläre Lokalisierung des Wnt2B Proteins, 
insbesondere in Mitochondrien, nicht. 
 
Abb. 13: Immunfluoreszenz von Wnt2B. CaCo2 pcDNA_dest40 und CaCo2 
ACSL5 wurden mittels Immunfluoreszenz auf die Expression von Wnt2B untersucht. 
Die Kernfärbung erfolgte mit DAPI. (n=2) 
 
Zur Klärung der subzellulären bzw. ultrastrukturellen Wnt2B Lokalisation bei 
ACSL5 Überexpression wurde in Kooperation mit der 
Elektronenmikroskopischen Einrichtung (EME) am Universitätsklinikum 
Aachen eine Immunogold-Elektronenmikroskopie in CaCo2 Zellen 
durchgeführt. Es erfolgte eine Immunogolddoppelfärbung gegen ACSL5 und 
Wnt2B. Problematisch bei diesem Ansatz war, eine spezifische 
Immunogolddoppelfärbung bei sehr gutem Strukturerhalt zu erreichen. Auch 
nach wiederholter Fixierung mit unterschiedlichen Verweilzeiten konnte 
jedoch die Darstellung nicht ausreichend optimiert werden. Immerhin ergab 
sich mit diesem aufwendigen Verfahren ein gewisser Hinweis auf die 
verstärkte Kolokalisation von ACSL5 (Markierung: 10 nm)  und Wnt2B 
(Markierung: 15 nm) in Mitochondrien. 
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Abb. 14: Elektronenmikroskopische Darstellung von ACSL5 und Wnt2B in 
CaCo2 Zellen. Es wurde eine Markierung mit Gold-konjugierten Antikörpern 
durchgeführt, die Größe beträgt für ACSL5 10 nm, für Wnt2B 15 nm. Durchführung 
in Kooperation mit der Elektronenmikroskopischen Einrichtung (EME) am 
Universitätsklinikum Aachen. (n=4) 
 
3.1.2 ACSL5 modifiziert die Wnt Aktivität 
Zum Nachweis eines möglichen Einflusses der ACSL5 auf die Aktivierung 
des Wnt-Signalwegs wurde ein Luciferase Reportergenassay etabliert und 
durchgeführt. Hierfür wurden die Zellen mit dem TCF-Reporterkonstrukt 
pTOPflash sowie mit dem Kontrollkonstrukt pFOPflash transient transfiziert. 
Das Kontrollkonstrukt diente dazu, durch das Transfizieren verursachte 
Effekte zu detektieren. Der Wnt-Signalweg wurde durch die Zugabe von 
rekombinantem Wnt3A aktiviert und diese Aktivierung konnte am 
Luminometer gemessen werden. Um mögliche Änderungen der Wnt-
Aktivierung in Abhängigkeit von der ACSL5 Expression zu messen, wurden 
sowohl stabile als auch transiente CaCo2 und HEK293 Transfektanten 
verwendet. 
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Abb. 15: Luciferase Reporterassay bei Überexpression von ACSL5. HEK293 
und CaCo2 Zellen wurden transient bzw. stabil mit ACSL5 und transient mit 
pTOPflash bzw. pFOPflash transfiziert. Nach Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit 
Wnt3A wurde die durch den TCF-Reporter vermittelte Luciferase Aktivität 
luminometrisch detektiert. (n=3, p<0,05) 
 
In Zellen mit einem intakten Wnt-Signalweg (HEK293) zeigte sich eine 
deutlich erhöhte Reportergenexpression nach Aktivierung mit Wnt3A. Auch in 
den CaCo2 Leertransfektanten pcDNA_dest40 (Klon P14) war diese 
Aktivierung der Signalkaskade nachzuweisen, sie betrug in etwa die Hälfte 
der Expressionsstärke im Vergleich zu den HEK293 Zellen. In Anwesenheit 
einer erhöhten ACSL5 Expression konnte im Luciferase Assay keine 
statistisch signifikante Aktivierung des Wnt-Signalwegs mehr detektiert 
werden, die Reportergenexpression war signifikant vermindert. 
Um dieses Ergebnis weiter zu verifizieren, wurde nachfolgend ein knockdown 
von ACSL5 mittels siRNA in HEK293 und CaCo2 Zellen durchgeführt. 
Anschließend erfolgten die transiente Transfektion von pTOPflash bzw. 
pFOPflash sowie die Aktivierung mit Wnt3A und die luminometrische 
Messung. Nach knockdown von ACSL5 zeigte sich eine deutliche Re-
Aktivierung des Wnt-Signalwegs in ACSL5 transfizierten CaCo2 Zellen.  
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Abb. 16: Luciferase Assay nach knockdown von ACSL5 mittels siRNA in 
CaCo2 und HEK293 Zellen. HEK293 und CaCo2 Zellen wurden transient mit 
ACSL5 siRNA, negativer Kontroll-siRNA und pTOPflash bzw. pFOPflash transfiziert. 
Nach Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit Wnt3A wurde die durch den TCF-
Reporter vermittelte Luciferase Aktivität luminometrisch detektiert. (n=3, p<0,05) 
 
Um die Rolle von Wnt2B in der kanonischen Wnt-Signalkaskade (Wildtyp) 
weiter zu charakterisieren, wurde das vorhergehende Experiment 
dahingehend modifiziert, dass nun die Wnt2B-Expression blockiert wurde. 
Der knockdown von Wnt2B mittels siRNA in HEK293 Zellen zeigte eine 
verminderte Reportergenexpression. Dieser Befund wies auf eine 
verminderte Aktivierung des kanonischen Wnt-Signalwegs in Abhängigkeit 
von der Wnt2B-Expression hin. In Zusammenfassung der Befunde konnte 
somit Wnt2B als Aktivator der kanonischen Wnt-Signalkaskade bestätigt 
werden.  
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Abb. 17: Luciferase Assay nach knockdown von Wnt2B mittels siRNA in 
HEK293 Zellen. HEK293 wurden transient mit Wnt2B siRNA, negativer Kontroll-
siRNA und pTOPflash bzw. pFOPflash transfiziert. Nach Aktivierung des Wnt-
Signalwegs mit Wnt3A wurde die durch den TCF-Reporter vermittelte Luciferase 
Aktivität luminometrisch detektiert. (n=3, p<0,05) 
 
3.1.3 Wnt2B Palmitoylierung als molekularer Mechanismus der ACSL5 
abhängigen Modifikation der Wnt Aktivität 
In diesem Projektabschnitt wurde die Arbeitshypothese geprüft, ob ACSL5 
molekular durch Palmitoylierung zur Arretierung von Wnt2B im 
Mitochondrium beiträgt. Es wurde mit dem Acyl-Biotin-Austausch Verfahren 
gearbeitet (Linder und Deschenes, 2007). 
Zur Erhaltung der Palmitoylierung von Wnt2B für eine nachfolgende 
Messung wurden die Zellen zunächst mit Palmostatin B behandelt. 
Anschließend erfolgte eine Mitochondrienisolation. Aus den Mitochondrien 
wurde eine Immunpräzipitation mit Sepharose Kügelchen und einem 
spezifischen Antikörper gegen Wnt2B durchgeführt. An den erhaltenen 
Ergebnisse 
 
66 
Proben wurde ein Acyl-Biotin-Austausch durchgeführt, bevor sie in der SDS-
PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit dem Streptavidin Antikörper 
nachgewiesen wurden.   
Abb. 18 zeigt die Palmitoylierung in Relation zur Wnt2B Proteinexpression 
und in Abhängigkeit von ACSL5. Bei einer erhöhten ACSL5-Expression wird 
die Palmitoylierung deutlich stärker, bei knockdown von ACSL5 ist auch die 
Palmitoylierung von Wnt2B reduziert. 
 
Abb. 18: Palmitoylierung von Wnt2B in Abhängigkeit der ACSL5-Expression. 
(A) Mitochondrienisolat aus HEK293 Zellen, transient transfiziert und 
immunpräzipitiert mit Wnt2B, mit und ohne Behandlung mit PalmB, 
Hydroxylamin(hydrochlorid) und BMCC zum Nachweis der Palmitoylierung. Als 
Referenz diente Wnt2B. (B) Mitochondrienisolat aus CaCo2 Zellen, transient 
transfiziert mit Wnt2B und zum Teil ACSL5, immunpräzipitiert mit Wnt2B, nach 
Behandlung mit PalmB, Hydroxylamin(hydrochlorid) und BMCC. (n=3) 
 
In Zusammenfassung der Befunde konnte ein vollständig neuer Signalweg 
gezeigt werden, bei dem ACSL5 durch Wnt2B einen modifizierenden Einfluss 
auf die Wnt-Aktivität hat. Die Daten sprechen dafür, dass die Aktivierbarkeit 
der Wnt-Signalkaskade in Anwesenheit von ACSL5 vermindert wird, was 
über eine Interaktion mit Wnt2B geschieht. Wnt2B wird durch eine ACSL5-
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vermittelte Palmitoylierung modifiziert, die zur Wnt2B Akkumulation im 
Mitochondrium führt. ACSL5-abhängig palmitoyliertes Wnt2B steht dann 
nicht mehr zur Translokation in den Zellkern zur Verfügung und fällt als Ko-
Aktivator der Wnt-Signalkaskade weg.  
Physiologisch ist sowohl in der humanen als auch in der murinen 
Darmschleimhaut ein Gradient in der Expression von ACSL5 und Wnt2B zu 
beobachten. Von der Kryptenbasis bis in die Zotte bzw. das 
Schleimhautplateau hinein ist eine deutliche Expressionszunahme zu sehen 
bei fehlenden Zeichen der Wnt-Aktivierung, dargestellt mittels β-Catenin. Die 
Expressionsareale von ACSL5 und Wnt2B geben Hinweise auf eine 
Kolokalisation dieser beiden Moleküle. 
 
Abb. 19: Expression von ACSL5, Wnt2B und β-Catenin in gesunder humaner 
Darmschleimhaut. Immunhistochemische Darstellung von ACSL5 (A), Wnt2B (B) 
und β-Catenin (C) an Paraffingewebeschnitten normaler humaner Darmschleimhaut. 
Als Übersichtsfärbung wurde HE gefärbt (D). 
 
3.2 ACSL5 im Verfettungsmodell der SFRP1 knockout Maus 
Die in vitro erhobenen Befunde zur ACSL5 – Wnt Interaktion sollten 
nachfolgend in verschiedenen in vivo Modellen charakterisiert werden. Von 
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besonderem Interesse waren einerseits Mausmodelle mit genetisch 
determinierten Aberrationen der kanonischen Wnt Signalkette und 
andererseits humanes Gewebe. 
Ein Mausmodell mit genetischer Wnt-Aberration ist die SFRP1 knockout 
Maus. SFRP1 ist ein Inhibitor der Wnt-Signalkaskade, dem eine wichtige 
Rolle als Tumorsuppressor in verschiedenen Geweben zugeschrieben wird 
(Caldwell et al., 2004). Die funktionelle Relevanz von SFRP1 im 
Intestinaltrakt ist bislang nur wenig verstanden. Daher war es eine 
interessante Fragestellung, in vivo zu charakterisieren, welche Relevanz der 
SFRP1 knockout für die intestinale Wnt Signaltransduktion und ACSL5 
Expression hat. Frühere Studien konnten bereits zeigen, dass der Verlust 
von SFRP1 kein vermehrtes Auftreten spontaner Tumore in der Niere und im 
Knochen zur Folge hat (Trevant et al., 2008). Da phänotypisch der SFRP1 
knockout intestinal keine augenfälligen Veränderungen zeigte, wurde als 
Wnt-Stress eine Bestrahlung durchgeführt. Zudem wurde der mögliche 
Einfluss von SFRP1 auf die ACSL5 in einem Verfettungsmodell untersucht. 
 
3.2.1 Der knockout von SFRP1 vermittelt erhöhte Proliferation nach 
Bestrahlung 
Wildtyp-, heterozygote und homozygote SFRP1 knockout Mäuse wurden mit 
1 Gy bestrahlt. Drei Stunden nach der Bestrahlung erfolgte die 
Euthanasierung der Tiere und Organentnahme. Paraffingewebeschnitte des 
Dünndarms wurden immunhistochemisch mit Ki67 angefärbt, um 
proliferierende Zellen darzustellen. Als Übersichtsfärbung wurde eine HE-
Färbung durchgeführt. Während die Zellen der Wildtyptiere und der 
heterozygoten Tiere nur in der Kryptenbasis Proliferation zeigten, verlagerte 
sich die Zone proliferierender Zellen in den homozygoten knockout Tieren 
deutlich nach apikal. Im Einklang damit fand sich eine vermehrte Anzahl von 
Mitosen. Diese Befunde ergeben gewisse Hinweise darauf, dass es erst 
unter Stresssituation bei SFRP1 Verlust zu einer vermehrten Wnt-Aktivierung 
im Intestinaltrakt kommt.  
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Abb. 20: HE und Ki67 Färbungen in SFRP1 knockout Mäusen und Wildtypen. 
Proliferierende Zellen wurden immunhistochemisch mit Ki67 angefärbt. Verwendet 
wurden Paraffingewebeschnitte von Wildtypen, heterozygoten und homozygoten 
SFRP1 knockout Mäusen, hergestellt drei Stunden post radiatio mit 1 Gy. Als 
Übersichtsfärbung wurde HE gefärbt. 
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Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs wurde immunhistochemisch mit einer 
Anfärbung von β-Catenin dargestellt (siehe Abb. 21 A). Eine Translokation 
von β-Catenin in den Zellkern konnte jedoch nur in geringem Maße gezeigt 
werden und zeigte keine signifikanten Unterschiede zum Wildtyp. Die 
Proteinexpression im Western Blot zeigte einen leichten Anstieg von β-
Catenin im homozygoten knockout Tier, verglichen mit dem Wildtyp. 
Änderungen in der Expression von ACSL5 und Wnt2B konnten jedoch nicht 
detektiert werden (siehe Abb. 21 B). 
 
Abb. 21: Expression von ACSL5, Wnt2B und β-Catenin in intestinalen 
Geweben der SFRP1 knockout Maus. (A) Immunhistochemische Darstellung von 
β-Catenin an einem Paraffingewebeschnitt einer homozygoten SFRP1 knockout 
Maus, hergestellt drei Stunden post radiatio mit 1 Gy. (B) Western Blot aus Lysaten 
des Dünndarms von homozygoten SFRP1 knockout Mäusen und Wildtypen, 
hergestellt drei Stunden post radiatio mit 1 Gy. Als Referenz diente β-Aktin. 
 
3.2.2 Erhöhte Verfettung bei SFRP1 knockout Tieren nach Western Diät 
in Darm- und Nierengewebe 
Außer der Radiatio wurde als weiterer intestinaler Stressfaktor die 
sogenannte Western Diät verwendet. Diese Modalität wurde eingeschätzt mit 
Stresspotential für die intestinale ACSL5 und die Wnt-Kette. 
Um die Verfettungsinduktion in SFRP1 knockout Mäusen im Vergleich zu 
Wildtypen darzustellen, wurden die Tiere über 24 Wochen hinweg einer stark 
fettreichen Ernährung ausgesetzt. Während dieser Zeit wurden sie 
regelmäßig gewogen und einem Glukose-Toleranz-Test unterzogen. 
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Anschließend wurde die Gewebeverfettung des Darms an 
Paraffingewebeschnitten anhand einer HE-Färbung dargestellt. Es zeigte 
sich, dass die knockout Mäuse im Deckepithel der Dünndarmschleimhaut 
eine deutlich verstärkte intrazytoplasmatische Vakuolisierung (Verfettung) 
aufwiesen, ein Befund, der so in der Wildtyp Maus bei Western Diät nicht zur 
Darstellung kam. 
 
Abb. 22: SFRP1 knockout und Wildtyp Maus nach stark fettreicher Ernährung 
über 24 Wochen. (A) Phänotypen der Wildtyp im Vergleich zur SFRP1 knockout 
Maus. (B) HE-Färbung an einem Paraffingewebeschnitt aus dem Dünndarm der 
Wildtyp Maus nach Verfettung. (C) HE-Färbung an einem Paraffingewebeschnitt 
aus dem Dünndarm der SFRP1 knockout Maus nach Verfettung. Bereitstellung der 
Gewebe durch Prof. Dr. Hermann Wasmuth (Klinik für Gastroenterologie, 
Stoffwechselerkrankungen und Internistische Intensivmedizin, Med. Klinik III am 
Universitätsklinikum Aachen). 
 
3.2.3 ACSL5 und Wnt2B werden in verfettetem Gewebe nicht induziert 
Die Expression von ACSL5 und Wnt2B im Dünndarmgewebe nach 
Verfettungsinduktion in SFRP1 knockout und Wildtyp Mäusen wurde mittels 
Realtime PCR gemessen. Als Referenzgen diente murines GAPDH. Mit 
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diesem experimentellen Ansatz konnte keine signifikant veränderte 
intestinale ACSL5- oder Wnt2B Expression gezeigt werden, als Modell zur 
Betrachtung der Interaktion dieser Moleküle ist dieser Versuchsansatz 
ungeeignet. 
 
Abb. 23: Expression von ACSL5 und Wnt2B nach Verfettungsinduktion im 
Dünndarm von SFRP1 knockout und Wildtyp Mäusen. Realtime PCR muriner 
ACSL5 bzw. Wnt2B gegen Maus-GAPDH als Referenz. Zur Auswertung wurden 18 
Wildtyp- und 21 knockout Tiere gegenübergestellt. 
 
3.3 ACSL5 im Erkrankungsmodell der Familiären Adenomatösen 
Polyposis in murinen und humanen Geweben 
Da sich die SFRP1 knockout Maus bezüglich der funktionellen 
Charakterisierung der intestinalen ACSL5-Wnt Interaktion als problematisch 
zeigte, wurde für weitere Untersuchungen die APCmin/+ Maus genutzt, die 
durch Prof. Dr. Jürgen Bernhagen (Institut für Biochemie und Molekulare 
Zellbiologie am Universitätsklinikum Aachen) zur Verfügung gestellt wurde. 
Die APCmin/+ Maus stellt ein gutes Modell für die Charakterisierung der FAP 
im murinen System dar. Intestinal entwickelt die Maus zahlreiche 
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intraepitheliale Neoplasien (Adenome). Im Gegensatz zur humanen FAP 
treten die Tumoren präferentiell im Dünndarm auf. Zur 
Pathwaycharakterisierung wurden Gewebe der  APCmin/+ Maus sowie 
humane FAP Gewebeschnitte genutzt. In diesen Geweben wurde die 
Aktivierung des Wnt-Signalwegs durch Nachweis der β-Catenin 
Translokation und einer gesteigerten Proliferationsrate dargestellt. Zudem 
wurde die Expression von ACSL5 und Wnt2B in diesen Modellen auf 
Expressions- und Syntheseebene überprüft. 
 
3.3.1 Die Mutation von APC führt zu vermehrter Proliferation 
Die Mutation von APC im Modell der APCmin/+ Maus ergab erwartungsgemäß 
zahlreiche, makroskopisch sichtbare Adenome im Intestinaltrakt der Tiere. 
Da die Tumorlast altersabhängig steigt, wurden Tiere im Alter von 21 
Wochen für die Versuche verwendet. Bei diesen Tieren sind die Adenome 
bereits deutlich ausgeprägt. Für in situ Untersuchungen wurde Darmgewebe 
in Paraffin eingebettet. Schnittpräparate wurden bezüglich Ki67 gefärbt, um 
die Proliferationsverteilung in der Darmschleimhaut und insbesondere in den 
Adenomen zu erfassen. Abb. 24 zeigt ein solches Adenom mit deutlich 
proliferierenden Arealen. Die Daten belegen schlüssig, dass in der APCmin/+  
Maus eine Aktivierung der Wnt-Signalkette ohne zusätzlichen Stressfaktor 
besteht, worin sich dieses Mausmodell deutlich von der SFRP1 knockout 
Maus unterscheidet. 
 
Abb. 24: Adenomatöses Areal in einer APCmin/+ Maus. Der Paraffingewebeschnitt 
wurde immunhistochemisch mit Ki67 angefärbt. 
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3.3.2 Aktivierung des Wnt-Signalwegs in Adenomen der Familiären 
Adenomatösen Polyposis der APCmin/+ Maus und humanem Gewebe 
Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs in humanen Gewebeproben von FAP-
Patienten wurde immunhistochemisch durch eine β-Catenin Färbung 
dargestellt. Die Translokation von β-Catenin aus dem Zytoplasma in den 
Zellkern kam in den Adenomen deutlich zur Darstellung und reflektierte somit 
die Situation in der APCmin/+ Maus.  
 
Abb. 25: β-Catenin Färbung an humanem FAP Gewebe sowie Gewebe der 
APCmin/+ Maus. Die Translokation von β-Catenin in den Zellkern wurde 
immunhistochemisch dargestellt an Adenomen von humanem FAP Gewebe (A) 
sowie in der APCmin/+ Maus (B). 
 
3.3.3 Nachweis einer verminderten ACSL5 Expression in Adenomen 
Um in diesem Modell nun Rückschlüsse auf die ACSL5-Wnt Interaktion zu 
erhalten, wurden ACSL5-Expression und -Synthese charakterisiert. 
Die Expression der ACSL5 wurde mittels Realtime PCR an 
Mikrodissektionen einer humanen FAP gemessen. Gezielt wurden die 
Adenome isoliert und die ACSL5 Expression im Vergleich zum umgebenden 
Normalgewebe dargestellt. Als Referenzgen diente Cyclophilin. In den 
Adenomen war die ACSL5 mRNA-Expression deutlich vermindert im 
Vergleich zum umgebenden Normalgewebe. 
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Abb. 26: Relative ACSL5 Expression in humanen Adenomen einer FAP. 
Realtime PCR Expressionsanalyse humaner ACSL5 in Adenomen im Vergleich zu 
Normalgewebe (Expression =1). Als Referenz diente Cyclophilin. (n=4, p<0,05) 
 
3.3.4 Die Expression von Wnt2B ist in Adenomarealen vermindert 
Mit diesem Ansatz wurde überprüft, ob auch in vivo eine gleichgerichtete 
Regulation von ACSL5 und Wnt2B erfolgt.  
Die Proteinexpression von Wnt2B wurde immunhistochemisch an 
Darmgewebe der APCmin/+ Maus dargestellt. Die adenomatösen bzw. 
tumorösen ACSL5-armen Areale zeigten eine tendenziell verminderte 
Expression von Wnt2B im Vergleich zum umgebenden Normalgewebe. 
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Abb. 27: Wnt2B Färbung an Adenomen der APCmin/+ Maus. Die Färbung erfolgte 
immunhistochemisch mit Wnt2B.  
 
Sowohl in humanen als auch murinen Adenomen der FAP konnte jedoch 
eine verstärkte Aktivierung des Wnt-Signalwegs (β-Catenin Translokation) 
und erhöhte Proliferationsrate nachgewiesen werden trotz simultaner 
Verminderung von ACSL5 und Wnt2B. Diese Befunde wiesen bei 
Zusammenschau mit den in vitro erhobenen Befunden auf eine in vivo 
Besonderheit der ACSL5 abhängigen Wnt-Regulation hin (Entkopplung der 
ACSL5-Wnt Interaktion in vivo bei FAP-assoziierter Tumorgenese). 
 
3.3.5 Die Palmitoylierung von Wnt2B sinkt mit zunehmender Malignität 
humaner Kolonkarzinom-Zelllinien 
Die erhobenen Befunde einer möglichen Entkopplung der ACSL5-Wnt-
Interaktion bei Karzinogenese führte dazu, die Stärke des neu gefundenen 
Pathways in verschiedenen intestinalen Tumorzelllinien in Abhängigkeit von 
deren potentieller Malignität näher zu charakterisieren. 
Mit dem bereits verwendeten experimentellen Ansatz wurde der Grad der 
Palmitoylierung von Wnt2B, der als Schlüsselkriterium der ACSL5-Wnt-
Interaktion gefunden wurde, an humanen Kolonkarzinom-Zelllinien 
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verschiedener Malignität gemessen. Verwendet wurden HT29, CaCo2, 
SW480 und HCT116 Zellen. Diese wurden mit Palmostatin B behandelt, um 
die Palmitoylierung von Wnt2B für eine nachfolgende Messung zu fixieren. 
Im Anschluss daran erfolgte die Immunpräzipitation mit Sepharose 
Kügelchen und einem spezifischen Antikörper. An den Proben wurde ein 
Acyl-Biotin-Austausch durchgeführt, bevor eine Separation mittels SDS-
PAGE und Detektion im Western Blot mittels Streptavidin/HRP Antikörper 
erfolgten. Es konnte schlüssig nachgewiesen werden, dass die Zellen mit 
potentiell steigender Malignität eine deutlich verminderte Palmitoylierung von 
Wnt2B in den Mitochondrien zeigten (siehe Abb. 28). 
 
Abb. 28: Palmitoylierung von Wnt2B in Kolonkarzinom-Zelllinien mit 
unterschiedlicher Malignität. HT29, CaCo2, SW480 und HCT116 wurden mit 
Palmostatin B behandelt, die Mitochondrien isoliert, Wnt2B immunpräzipitiert und 
über einen Streptavidin Antikörper im Western Blot analysiert. Die Auswertung der 
Banden erfolgte mittels ImageJ. (n=3, p<0,05)  
 
Passend zur in vivo Situation zeigte sich dann bei der Analyse der ACSL5, 
dass die verminderte Palmitoylierung nicht unmittelbar mit einer verminderten 
Expression von ACSL5 korrelierte. Expressionsstudien in Gesamtlysaten 
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dieser Zelllinien ergaben eine deutlich erhöhte mRNA-Expression von 
ACSL5 bei nur geringfügig variierender Wnt2B- sowie β-Catenin-Expression.  
 
Abb. 29: ACSL5, Wnt2B und β-Catenin mRNA Expression in verschiedenen 
humanen Kolonkarzinom-Zelllinien. Mittels Realtime PCR wurde die relative 
mRNA-Expression von ACSL5, Wnt2B und β-Catenin gemessen, als Referenzgen 
diente Cyclophilin. (n=3, p<0,05) 
 
3.3.6 Die Expression von ACSL5 und Wnt2B ist in humanen 
sporadischen Adenokarzinomen des Dickdarms erhöht 
In Weiterführung der Befunde zur intestinalen Karzinogenese am Beispiel der 
FAP (konstitutive Aktivierung des Wnt-Weges) wurden nachfolgend 
sporadische Adenokarzinome der humanen Darmschleimhaut untersucht. 
Humane sporadische Adenokarzinome des Dickdarms wurden in Paraffin 
eingebettet und davon Gewebeschnitte hergestellt, die dann 
immunhistochemisch gefärbt wurden. Als Primärantikörper dienten ACSL5, 
Wnt2B und β-Catenin, als Übersichtsfärbung wurde eine HE-Färbung 
mitgeführt. Abb. 30 zeigt die Übergangszone zwischen Karzinom und 
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Normalgewebe und stellt die Expression von ACSL5, Wnt2B und β-Catenin 
dar. 
 
Abb. 30: Immunhistochemische Darstellung von ACSL5, Wnt2B und β-Catenin 
in einem humanen sporadischen Adenokarzinom. (A) Übersichtsfärbung mit HE. 
Immunhistochemische Anfärbung mit ACSL5 (B), β-Catenin (C) sowie Wnt2B (D). 
Kernfärbung mit Hämalaun nach Mayer. 
 
Im direkten Vergleich zum umgebenden Normalgewebe zeigte sich in den 
Karzinomarealen eine deutlich erhöhte Expression von ACSL5 und Wnt2B. 
Wnt2B war sowohl nukleär als auch zytoplasmatisch nachweisbar. Parallel 
dazu fand sich eine Aktivierung des Wnt-Signalwegs, gezeigt durch die 
Translokation von β-Catenin in den Zellkern (Abb. 30-C).  
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3.3.7 Die Palmitoylierung von Wnt2B ist in humanen sporadischen 
Adenokarzinomen des Dickdarms erhöht 
Zur Erhaltung der Palmitoylierung von Wnt2B für eine nachfolgende 
Messung wurden die Gewebe möglichst frisch in Probenpuffer überführt und 
in Gegenwart von Palmostatin B homogenisiert. Anschließend erfolgte eine 
Mitochondrienisolation. Aus den Mitochondrien wurde eine 
Immunpräzipitation mit Sepharose Kügelchen und einem spezifischen 
Antikörper gegen Wnt2B durchgeführt. An den erhaltenen Proben wurde ein 
Acyl-Biotin-Austausch durchgeführt, bevor sie in der SDS-PAGE aufgetrennt 
und im Western Blot mit dem Streptavidin Antikörper nachgewiesen wurden.   
Abb. 31 zeigt die Palmitoylierung in Relation zur Wnt2B Proteinexpression. 
Im Tumorgewebe war die Palmitoylierung von Wnt2B deutlich stärker 
detektierbar als im umliegenden Normalgewebe.  
 
Abb. 31: Palmitoylierung von Wnt2B in humanen sporadischen 
Adenokarzinomen des Dickdarms. (A) Mitochondrienisolat aus humanen 
Gewebeproben, immunpräzipitiert mit Wnt2B, Behandlung mit PalmB, 
Hydroxylamin(hydrochlorid) und BMCC zum Nachweis der Palmitoylierung. Als 
Referenz diente Wnt2B. (B) Densitometrische Auswertung der Western Blots mittels 
ImageJ und grafische Darstellung. (n=3) 
 
In humanen sporadischen Adenokarzinomen des Dickdarms zeigte sich eine 
vermehrte Palmitoylierung von Wnt2B, bei erhöhter Expression von Wnt2B 
und ACSL5. Der im Zellkulturmodell gefundene Mechanismus zur ACSL5-
vermittelten Wnt-Aktivität konnte im humanen System bestätigt werden, 
scheint jedoch mit zunehmender Malignität und einhergehender 
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Überproportionalität der Wnt-Aktivierung seine inhibierende Funktion zu 
verlieren.  
Die erhaltenen Ergebnisse lassen sich dahingehend zusammenfassen, dass 
ACSL5 als ein Inhibitor des Wnt-Signalwegs identifiziert werden konnte, der 
aufgrund seiner mitochondrialen Lokalisation insbesondere mit Wnt2B 
interagiert und dieses Molekül über den Mechanismus der Palmitoylierung im 
Mitochondrium arretiert. Die Koaktivität von Wnt2B für die Aktivierung der 
Wnt-Kette, z.B. durch Promotion der β-Catenin Translokation in den Zellkern, 
fällt durch die mitochondriale Wnt2B-Akkumulation weg. In stark 
proliferierenden, tumorös entarteten humanen Geweben wird dieser 
vermutlich physiologisch relevante Mechanismus umgangen und 
wahrscheinlich durch andere Systeme überlagert. 
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4. Diskussion 
 
Die Integrität der intestinalen Schleimhautbarriere spielt eine wichtige Rolle in 
der Homeostase und Immuntoleranz eines Individuums. Störungen dieses 
komplexen Systems haben einen wichtigen Stellenwert in der Pathogenese 
chronisch-entzündlicher Darmerkrankungen wie Morbus Crohn und Colitis 
ulcerosa. Durch die Ausbildung vergleichsweise inpermeabler Zell-Zell-
Verbindungen sowie durch eine Freisetzung protektiver Komponenten wie  
Phospholipide, Muzine, Defensine und sekretorische Immunglobuline 
vermittelt die intestinale Epithelschicht einen allgemeinen und selektiven 
Schutz vor schädlichen luminalen Bestandteilen. Zur Aufrechterhaltung der 
intestinalen Schleimhautbarriere tragen auch regulatorische Signalwege wie 
der Wnt-Signalweg bei, die für die physiologische Regulation der zellulären 
Reagibilität entscheidend sind und den hohen Durchsatz an Deckzellen 
beeinflussen. So haben diese Signalkaskaden Bedeutung für das Verhalten 
der Enterozyten bezüglich Proliferation, Differenzierung und Apoptose. 
 
4.1 Mitochondriale ACSL5 als Modifikator der Wnt-Aktivität 
Durch seine distinkte und präferentiell mitochondriale Lokalisation in der 
inneren und äußeren Mitochondrienmembran nimmt ACSL5 eine besondere 
Stellung unter den Acyl-CoA Synthetasen ein. Sie hat im mitochondrialen 
Fettsäurenstoffwechsel und dem Energiehaushalt von Zellen durch das 
Einschleusen von Acyl-CoAs und die Förderung der β-Oxidation von 
Fettsäuren hohe Bedeutung (Lewin et al., 2001, Mashek et al., 2006). Des 
Weiteren wurde ACSL5 auch als funktionell bedeutsamer Regulator im 
zellulären Gleichgewicht aus Apoptose, Überleben und Differenzierung 
identifiziert, wobei von zell- bzw. gewebetypabhängigen Eigenschaften der 
ACSL5 auszugehen ist. So konnte in Zellen des enterozytären Deckepithels 
gezeigt werden, dass eine ACSL5-Überexpression eine erhöhte 
 Diskussion 
 
83 
Suszeptibilität für eine TRAIL-vermittelte Apoptose bewirkt (Gassler et al., 
2007). Im Gegensatz zu dieser Beobachtung zeigte eine ACSL5-
Überexpression in Gliomzellen jedoch eine verlängerte Überlebenszeit von 
Tumorzellen (Mashima et al., 2009). Aufgrund der Tatsache, dass ACSL5 ein 
Gen ist, das durch die Transkriptionsfaktoren TCF/Lef transkribiert wird 
(Thorsen et al., 2011), welche in proliferativen, zellregulatorischen Prozessen 
eine zentrale Rolle spielen, scheint eine Funktion der ACSL5 in diesen 
zellulären Geschehen denkbar zu sein. Die Transkription der ACSL5 in 
gewisser Abhängigkeit von TCF/Lef kann möglicherweise einem 
Feedbackmechanismus unterliegen. So wäre eine verstärkte ACSL5-
Expression bei Wnt-Aktivierung denkbar, die möglicherweise wiederum durch 
die zunehmende ACSL5-Aktivität negativ reguliert werden könnte. Um dies 
zu untersuchen, wurde ein Luciferase Reporterassay zur Detektion der Wnt-
Aktivität über einen TCF-Reporter etabliert (Takemaru und Moon, 2000). 
Gearbeitet wurde mit zwei Zellkulturmodellen, HEK293 und CaCo2. In 
HEK293 Zellen liegt der Wnt-Signalweg intakt vor, allerdings kann ACSL5 
physiologisch in diesen Zellen nicht nachgewiesen werden. Dagegen weisen 
CaCo2 Zellen eine APC-Mutation auf, die eine häufig anzutreffende Situation 
im humanen Kolonkarzinom widerspiegelt, und exprimieren ACSL5 (vgl. Kap. 
3.1). Es konnte anhand beider Zellkulturmodelle schlüssig gezeigt werden, 
dass die Expression von ACSL5 einen inhibitorischen Effekt auf die 
Aktivierung der Wnt-Signaltransduktion hat. Die für CaCo2 Zellen 
beschriebene Mutation des APC legt nahe, dass die ACSL5-Wnt Interaktion 
downstream des APC liegt. 
 
4.2 Mitochondriale Wnt2B-Palmitoylierung als molekularer 
Mechanismus der ACSL5-abhängigen Modifikation der Wnt-Aktivität 
Biologische Membranen sind aus Lipiden aufgebaut und bilden natürliche 
Barrieren innerhalb von Zellkompartimenten oder, wie im Fall der 
Plasmamembran, zwischen der Zelle und deren Umgebung. Die 
verschiedenen Lipidtypen in der Plasmamembran können deutlich variieren 
 Diskussion 
 
84 
und kleine Aggregate bilden je nach vorliegendem Zelltyp. Von extremer 
physiologischer und pathophysiologischer Bedeutung ist die Lipomodifikation 
von Proteinen. Die enzymatischen Wege, mittels derer verschiedene 
Lipidklassen an Proteine angefügt und von ihnen entfernt werden können, 
sind teilweise gut charakterisiert. Eine funktionell extrem wichtige Form der 
Lipomodifikation ist die Palmitoylierung von Proteinen, die biochemisch einer 
O- oder S-vermittelten Bindung von Palmitat entspricht. 
Die Palmitoylierung eines Proteins bewirkt nachhaltig seine Funktion und ist 
somit in vielen Signaltransduktionsketten ein wesentliches Regulativ. Sie 
spielt eine wichtige Rolle in einer Vielzahl biologischer Vorgänge und 
beeinflusst die Lokalisation und Aktivität zahlreicher Signalproteine. Durch 
die potentielle Reversibilität der Palmitoylierung ergeben sich z.B. 
verschiedene Möglichkeiten der Proteintranslokation zwischen 
Membrankompartimenten (Linder und Deschenes, 2007). Der hohe 
Stellenwert einer Palmitoylierung für die korrekte Lokalisation und Aktivität 
von Proteinen wird daran deutlich, dass eine fehlerhafte bzw. inadäquate 
Palmitoylierung in die Pathogenese zahlreicher Krankheiten involviert ist. Zu 
diesen zählen unter anderem Morbus Huntington, Diabetes mellitus, 
kardiovaskuläre Erkrankungen, T-Zell-vermittelte Immunerkrankungen und 
Krebserkrankungen (Draper und Smith, 2009).  
Es ist bekannt, dass zahlreiche Moleküle des Wnt-Signalwegs mittels 
Palmitoylierung modifiziert werden können, was möglicherweise ihre 
Aktivierung und Lokalisierung beeinflusst (Doubravska et al., 2011). Obwohl 
die Sequenzübereinstimmung der Wnt-Proteine nur 18 % beträgt, besitzen 
alle eine ähnliche, dreidimensionale Struktur (Cadigan und Nusse, 1997). Die 
Modifikation von Wnt-Proteinen durch Palmitinsäure wurde zunächst für das 
Wnt3A beschrieben. Sie erfolgt am ersten Cysteinrest (C77) des reifen, 
sezernierten Proteins, während die Bindung von Palmitoleinsäure am Serin 
209 stattfindet. In vielen Wnt-Liganden sind die Regionen, die die acylierten 
Aminosäuren enthalten, homolog, daher ist davon auszugehen, dass die 
Mehrheit der Wnt-Proteine in dieser Weise modifiziert wird (Port und Basler, 
2010, Lorenowicz und Korswagen, 2009). Bislang ist die ACSL5 als 
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Promotor einer Palmitoylierung von Wnt-Molekülen nicht charakterisiert 
worden. Jedoch konnte gezeigt werden, dass die Funktion der ACSL-
vermittelten Lipidmodifikation von Proteinen in der Regulation des 
intestinalen Zellverhaltens ebenfalls durch eine Anlagerung von Palmitat 
erfolgt (Wang et al., 2012). Dies spielt wahrscheinlich eine wichtige Rolle in 
verschiedenen Signalkaskaden und Rezeptorstrukturen (Kämmerer et al., 
2011). 
Es gibt verschiedene Methoden zur Messung von Palmitoylierung (Draper 
und Smith, 2009). Die in der Vergangenheit am häufigsten verwendete 
Methode basiert auf der Markierung von Zellen mit radioaktiven Formen des 
Palmitat, zum Beispiel 3H-Palmitat oder 125I-IC16-Palmitat (Berthiaume et al., 
1995, Peseckis et al., 1993). Hierbei werden die Zellen auf Zellkulturplatten 
kultiviert und das markierte Palmitat dem Kulturmedium zugegeben. So kann 
es von den Zellen aufgenommen werden und an die Palmitoylierungsstellen 
der Proteine binden. Nach Lyse der Zellen und einem eventuellen 
Aufreinigen der markierten Proteine können sie mittels SDS-PAGE 
aufgetrennt und das radioaktive Signal mittels Röntgenfilm gemessen 
werden. Ein großer Vorteil dieser Methode ist der in vivo Nachweis in 
lebenden Zellen, von Nachteil ist das Arbeiten mit radioaktiven Materialien, 
welches spezielle Labore und Sicherheitsvorkehrungen erfordert.  
Neben der radioaktiven Markierung besteht auch die Möglichkeit der 
Markierung von Zielproteinen mit ω-azido-Fettsäuren (Hang et al., 2007). Bei 
dieser Methode werden synthetische ω-azido-Fettsäuren zu den Zellen 
gegeben, wo sie an den Stellen der S-Palmitoylierung inkorporieren, ähnlich 
der radioaktiven Markierung. Die modifizierten Fettsäuren werden mit Biotin 
markiert, über SDS-PAGE aufgetrennt und über eine Streptavidin-Bindung 
identifiziert. Vorteil dieser Methode ist das radioaktivfreie Arbeiten sowie eine 
hohe Sensitivität, Nachteil ist dass ω-azido-Fettsäuren bislang kommerziell 
nicht erhältlich sind. 
Eine weitere Methode zur Messung der Palmitoylierung von Proteinen ist die 
Matrix-unterstützte Laser-Desorption/Ionisation Massenspektrometrie mit 
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Flugzeitanalysator (MALDI-TOF MS), bei der Proteine über ihre individuelle 
Peptidstruktur identifiziert werden (Resh, 2006, Drisdel et al., 2006). Vorteil 
dieser Methode ist die Messung der Palmitoylierung eines spezifischen 
Proteins, Nachteil ist, dass die thioestergebundenen Fettsäuren empfindlich 
gegenüber alkalischer Hydrolyse sind und somit sehr leicht verloren gehen 
können. Des Weiteren ist es eine sehr zeitaufwändige Methode. 
Alternativ kann die Palmitoylierung über einen Acyl-Austausch erfolgen. Die 
Fettsäure der Palmitoylierungsstelle wird gegen eine messbare Markierung 
ausgetauscht (Drisdel und Green, 2004, Linder und Deschenes, 2007). Im 
ersten Schritt der Reaktion werden alle freien Sulfhydrylgruppen abgeblockt, 
zum Beispiel durch Nethylmaleimide (NEM). Dann wird Hydroxylamin 
zugegeben, um die Thioesterbindungen zu lösen, die die Fettsäure an das 
Cystein der Palmitoylierungsstelle binden. An dieser Stelle verbleibt das 
Cystein mit einer freien Sulfhydryl-Gruppe, die nun spezifisch mit Biotin-
BMCC (1-Biotinamido-4-[4'-(maleimidomethyl)cyclohexanecarboxamido]-
butane) markiert wird. Die modifizierten Proteine können über SDS-PAGE 
und eine Streptavidinreaktion nachgewiesen werden. Diese Methode hat 
zahlreiche Vorteile gegenüber den anderen Methoden, zum Beispiel erhöht 
sie die Sensitivität und erlaubt so auch einen Nachweis von palmitoylierten 
Proteinen mit einer geringen Expression, die anders nicht nachweisbar 
wären. Zudem werden durch die Hydroxylaminbehandlung sämtliche 
Palmitate entfernt, was eine falsch positive Reaktion verhindert. Ein 
metabolischer Einbau ist nicht erforderlich, so kann diese Methode auch an 
fraktionierten Zellen und aufgereinigten Proteinen durchgeführt werden. 
Falsch positive Ergebnisse könnten allerdings durch eine Bindung der 
Reagenzien an ähnlich markierte Cysteine generiert werden. Zur Detektion 
einer ACSL5-vermittelten Palmitoylierung von Wnt2B erschien diese 
Methode am geeignetsten.   
Es konnte sowohl in Zellkulturmodellen als auch an murinen und humanen 
Gewebeproben gezeigt werden, dass eine Überexpression oder ein knockout 
der ACSL5 die Expression und Synthese von Wnt2B in Mitochondrien und 
dem Zytoplasma verändert. Dieser Befund spricht für eine ACSL5-vermittelte 
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Lokalisationsänderung von Wnt2B. Bei hoher Expression der mitochondrial 
lokalisierten ACSL5 finden sich auch erhöhte Werte für Wnt2B in den 
Mitochondrien, bei einem Ausschalten der ACSL5 verschiebt sich die 
Expression deutlich ins Zytoplasma. Als zugrundeliegender Mechanismus 
konnte die Palmitoylierung identifiziert werden, da sich bei Variation von 
ACSL5 auch das Palmitoylierungsmuster von Wnt2B veränderte. Dies legt 
die Schlussfolgerung nahe, dass tatsächlich ACSL5 die 
Lokalisationsänderung von Wnt2B durch Palmitoylierung bewirkt und somit 
indirekt Einfluss nimmt auf die Aktivierung des Wnt-Signalwegs.   
 
Abb. 32: Potentieller Mechanismus der ACSL5-vermittelten Inhibierung des 
Wnt-Signalwegs durch Palmitoylierung von Wnt2B.  Durch ACSL5-abhängige 
Palmitoylierung wird Wnt2B im Mitochondrium arretiert. Insofern steht Wnt2B nicht 
mehr als Koaktivator des β-Catenin zur Aktivierung des Wnt-Signalwegs zur 
Verfügung. Vereinfachte schematische Darstellung. 
 
Um diese Ergebnisse weiter zu verifizieren, könnte die Palmitoylierung von 
Wnt2B gezielt inhibiert und die daraus resultierende Lokalisationsänderung 
beobachtet werden. Allerdings stellt sich hier das Problem, die 
Palmitoylierung nur von Wnt2B zu hemmen. Bei einer Aufhebung der 
allgemeinen Palmitoylierung könnte es sein, dass Expressionsänderungen in 
den Zielmolekülen durch andere biochemische Vorgänge in den 
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Signalkaskaden bewirkt werden würden. Interessant wäre zudem die 
Untersuchung, ob es eine Beteiligung weiterer Acyl-CoA Synthetasen an der 
Regulation des Wnt-Signalwegs, eventuell an anderer Stelle, gibt. Zu diesem 
Zweck könnte man eine Inhibition mit Triacsin C durchführen (Matsuda et al., 
2008), assoziiert mit weiteren Expressionsstudien auf mRNA- und 
Proteinebene.  
 
4.3 ACSL5-Wnt Interaktion im Verfettungsmodell der SFRP1 knockout 
Maus 
Nach heutiger Kenntnis ist ein extrem wichtiger Signalweg in der Initiation 
und Progression kolorektaler Karzinome der Wnt-Signalweg. Man 
unterscheidet den kanonischen/β-Catenin Weg sowie verschiedene nicht-
kanonische/β-Catenin-unabhängige Wege (Habas und Dawid, 2005). 
Insbesondere der kanonische Signalweg ist bezüglich seiner Rolle in der 
kolorektalen Karzinogenese vergleichsweise gut verstanden, so steuert er 
Proliferation und Dedifferenzierung in etwa 90 % der Fälle (Barker und 
Clevers, 2006). Im Gegensatz dazu sind die pathophysiologischen 
Mechanismen des nicht-kanonischen Wegs weitaus weniger bekannt. Sie 
werden sowohl in der Tumor-Suppression als auch in der Onkogenese 
vermutet und erscheinen weitaus komplexer als der kanonische Weg 
(Kikuchi und Yamamoto, 2008, Wang, 2009). Wichtige Moleküle beider 
Signalwege sind die sekretierten Wnt-Antagonisten (Wnt-Proteine), die 
Secreted Frizzled Related Proteins (SFRP1-5), Dickkopf (DKK1-4) und Wnt 
Inhibitory Factor-1 (WIF-1). WIF-1 und andere Glykoproteine haben 
tumorsuppressive Eigenschaften in kolorektalen Karzinomzelllinien (Sato et 
al., 2007, Suzuki et al., 2004) und Xenograft Modellen (Aguilera et al., 2006), 
werden aber häufig durch Promotormethylierung ausgeschaltet (Rawson et 
al., 2011). 
SFRP1 ist ein negativer Modulator der Wnt-Signaltransduktionskette und 
spielt somit eine wichtige Rolle in der funktionellen Konfiguration dieser 
proliferations-assoziierten Signalkaskade. Es konnte gezeigt werden, dass im 
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Fall von Magenkarzinomen häufig eine Inaktivierung von SFRP vorliegt, 
wodurch es zu einer gesteigerten Wnt-Aktivität kommt, die unabhängig von 
Mutationen des β-Catenin oder APC ist. Die genauen Mechanismen, die zur 
Stilllegung des SFRP in diesem Szenario führen, sind jedoch bislang unklar 
(Shin et al., 2012) und die funktionelle Relevanz von SFRP1 im Intestinaltrakt 
letztlich nur wenig verstanden. Daher war es eine interessante Fragestellung, 
in vivo zu überprüfen, ob der SFRP1 knockout für die intestinale Wnt-
Signaltransduktion und ACSL5-Expression Relevanz hat. In früheren Studien 
konnte gezeigt werden, dass ein Verlust von SFRP1 nicht zu einem 
vermehrten Auftreten spontaner Tumore in Niere und Knochen führt (Trevant 
et al., 2008). Phänotypisch zeigten sich insbesondere in den intestinalen 
Geweben der SFRP1 knockout Maus spontan keine auffallenden 
Veränderungen. Insofern wurde im aktuellen Versuchsansatz zur Erhöhung 
des Wnt-Stresses eine Bestrahlung durchgeführt. Es zeigte sich drei Stunden 
nach der Bestrahlung mit 1 Gy in Kontrolltieren (SFRP1 Wildtyp) und 
heterozygoten SFRP1 Tieren nur in der Kryptenbasis Proliferation, während 
die proliferierenden Zellen in den homozygoten SFRP1 knockout Tieren auch 
weiter apikal der Krypte zu finden waren. Zudem zeigte sich eine vermehrte 
Anzahl von Mitosen. Bei einem Verlust von SFRP1 kommt es also erst unter 
Stress zu einer gewissen intestinal vermehrten Wnt-Aktivierung, was 
möglicherweise durch SFRP1 komplementäre bzw. funktionshomologe bzw. 
-redundante Moleküle vermittelt wird.  
Als weitere Fragestellung wurde der mögliche Einfluss einer Verfettung auf 
die ACSL5-Wnt-Interaktion im SFRP1 Modell untersucht. Es ist erwiesen, 
dass die Entstehung von Kolonkarzinomen neben genetischer Prädisposition 
auch durch Umweltfaktoren beeinflusst wird (Rupnarain et al., 2004). Da ca. 
80 % der Tumore sporadischer Natur sind, ist es von besonderem Interesse 
solche Risikofaktoren, die die Karzinogenese beeinflussen, näher zu 
charakterisieren. Ein wichtiger Risikofaktor für die Ausbildung spontaner 
Kolonkarzinome und proinflammatorischer Geschehen ist eine stark 
fettreiche Ernährung (Knackstedt et al., 2012). Dass Verfettung ein 
Stressfaktor für diverse Biosysteme und Signalketten sein kann, wurde 
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bezüglich der SFRP1 knockout Situation überprüft. Solche knockout Mäuse 
wurden über 24 Wochen hinweg einer „Western Diät“ unterzogen, 
regelmäßig gewogen und Glukose-Toleranz-Tests durchgeführt. Es zeigte 
sich eine deutlich verstärkte intrazytoplasmatische Vakuolisierung des 
Deckepithels der Dünndarmschleimhaut im knockout Tier, die im Wildtyp 
nicht nachgewiesen werden konnte. Dieser Befund kann dahingehend 
interpretiert werden, dass eine ausgeprägte Akkumulation resorbierter Lipide 
in Enterozyten bei SFRP1-Verlust vorliegt. Durch die Versuche konnte ein 
unmittelbar postprandiales Phänomen ausgeschlossen werden. Insofern 
besteht die Möglichkeit einer Störung in der weiterführenden 
Lipidmetabolisierung bzw. Vesikelbildung bei SFRP1-Defizienz. 
In der Ausbildung einer Adipositas geht eine verstärkte Lipidakkumulation mit 
einer Stimulation von SFRP5 und SFRP1 einher, wodurch der Wnt-
Signalweg gehemmt wird und das Entstehen neuer Adipozyten gefördert 
wird, um überschüssige Energie zu speichern (Lagathu et al., 2010). Es 
konnte gezeigt werden, dass aufgereinigtes rekombinantes SFRP1 in 3T3-L1 
Präadipozyten die Wnt/β-Catenin Signalkaskade inhibiert und die 
Adipogenese stimuliert (Bennett et al., 2002). Widersprüchliche Ergebnisse 
wurden jedoch bereits für SFRP5 beschrieben, welches nach Inhibition eine 
erhöhte Adipogenese aufgrund vermehrter Wnt-Aktivierung verursachte (Mori 
et al., 2012). SFRP5 scheint eine Wnt-vermittelte Rolle in der Regulation des 
mitochondrialen oxidativen Metabolismus und dem Wachstum von 
Adipozyten während der Adipositas zu spielen.  
Aufgrund der Funktion in der mitochondrialen beta-Oxidation von Fettsäuren 
wurde vermutet, dass auch ACSL5 in diesem Verfettungsmodell eine 
differenzielle Regulation erfährt. Expressionsstudien an ACSL5 und Wnt2B 
zeigten jedoch keine Modulation dieser Moleküle. 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass möglicherweise der knockout von 
SFRP1 ein interessantes Modell zur Wnt-assoziierten Verfettungsinduktion 
darstellt. Bezogen auf den Intestinaltrakt konnte bislang eine mögliche 
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SFRP1-abhängige Modifikation der ACSL5-Wnt Interaktion nicht belegt 
werden.  
 
4.4 ACSL5-Wnt Interaktion im Erkrankungsmodell der Familiären 
Adenomatösen Polyposis in murinen und humanen Geweben 
Da die SFRP1 knockout Maus als Modell zur funktionellen Charakterisierung 
der intestinalen ACSL5-Wnt Interaktion nicht geeignet war, wurde für weitere 
Untersuchungen die APCmin/+ Maus genutzt. Dieses Mausmodell ist 
insbesondere zur Charakterisierung molekularer Mechanismen der FAP im 
murinen System geeignet, da die Tiere intestinal zahlreiche intraepitheliale 
Neoplasien (Adenome) entwickeln. Im Mausmodell treten sie überwiegend im 
Dünndarm auf, dagegen gehen sie beim Menschen präferentiell vom 
Deckepithel der Dickdarmschleimhaut aus. Dennoch handelt es sich um ein 
etabliertes, relevantes Mausmodell zur Untersuchung der FAP und die 
Befunde werden auf das humane System übertragen (McCart et al., 2008). 
Die FAP zeichnet sich zellbiologisch dadurch aus, dass in den 
Adenomarealen eine deutlich erhöhte Wnt-Aktivierung vorliegt, die auf eine 
aktivierende Mutation im APC zurückzuführen ist (Will et al., 2011). Die Wnt- 
Aktivierung konnte sowohl an murinen als auch humanen Gewebeproben 
über die Translokation von β-Catenin bestätigt werden. Um in diesem 
Szenario (permanente Wnt-Aktivierung) die Regulation von ACSL5 und 
Wnt2B näher zu untersuchen, wurden Expressionsstudien durchgeführt. Sie 
zeigten, dass beide Moleküle in den stark proliferierenden Geweben 
vermindert vorliegen und die Wnt2B-Palmitoylierung vermindert ist. Die 
proliferationsfördernde Wirkung des Wnt2B als Koaktivator von β-Catenin 
scheint in diesen Geweben nicht mehr notwendig und die ACSL5-vermittelte 
Einflussnahme auf den Signalweg entkoppelt zu sein. 
Studien an der APCmin/+ Maus zeigten, dass eine stark fettreiche Ernährung, 
wie sie auch in der vorliegenden Arbeit an der SFRP1 knockout Maus 
durchgeführt wurde, zu einer Erhöhung der Anzahl an intestinalen Polypen 
führt sowie zu rektalen Blutungen, Kachexie und Krebsentstehung (Fini et al., 
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2011). Moduliert werden konnte dieses Phänomen durch die zusätzliche 
Applikation von Apfel-Phenolextrakten, deren vermutlich antioxidative und 
antiinflammatorische Eigenschaften Zellproliferation inhibieren und die 
Zelltodrate erhöhen (Gerhauser, 2008). Möglicherweise beruht der 
beobachtete Effekt auf epigenetischer Modulation, eine Promotor-
Hypermethylierung in CpG-Inseln ist ein wichtiger Faktor in der kolorektalen 
Karzinogenese. Aber auch eine genomweite Hypomethylierung führt zu 
genomischer Instabilität und ermöglicht vermehrte DNA-Strangbrüche und 
Rekombination (Eads et al., 2002). In den Polypen der APCmin/+ Maus wurde 
ein erhöhtes Level an Hypomethylierung verglichen mit dem umgebenden 
Normalgewebe gefunden. Apfel-Phenolextrakte zeigten eine schützende 
Wirkung gegenüber dieser und stellen damit einen möglichen 
chemopräventiven Parameter in der kolorektalen Karzinogenese dar, 
insbesondere bei Hochrisikopatienten, bei denen eine Störung in der Wnt-
Signaltransduktion vorliegt (z.B. FAP) oder die sich stark fettreich ernähren 
(Fini et al., 2011).  
Diese Beobachtungen lassen sich übertragen auf den Einfluss der ACSL5 
auf die Wnt-Signaltransduktion bei einer APC-Mutation, da Phenole auch in 
der Palmitoylierung eine wichtige Rolle spielen. Gegenüber den Acetyl-CoAs 
haben sie sogar eine bevorzugte Reaktivität mit Palmitoyl-CoA, die sich aus 
drei verschiedenen Gründen ableiten. Zum einen wird die Reaktionsrate 
deutlich erhöht aufgrund von Aminogruppen an Seitenketten von Arginin oder 
Lysin mit aromatischen Verbindungen, zweitens fördert das Vorhandensein 
aromatischer und basischer Reste die Anlagerung dieser Peptide an Mizellen 
und verstärkt die Reaktion durch eine Aufkonzentrierung der Reaktanten 
(Peptide und Acyl-CoA). Drittens verstärkt eine höhere Anzahl positiver 
Ladungen des Peptids die Interaktion mit negativ geladenen Acyl-CoA, was 
wiederum die Acylierungsrate erhöht (Bizzozero et al., 2001). 
Elektrostatische Interaktionen müssen also auch in der Palmitoylierung und 
insbesondere bei Veränderungen im Palmitoylierungsmuster aufgrund 
krankhafter Veränderungen und Karzinogenese in Betracht gezogen werden.  
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4.5 Die ACSL5-vermittelte Palmitoylierung von Wnt2B in Relation zur 
Malignität humaner Kolonkarzinom-Zelllinien  
Aufgrund der Beobachtung einer möglichen Entkopplung der ACSL5-Wnt 
Interaktion in der intestinalen Karzinogenese sollte die Relevanz des neu 
gefundenen Pathways in verschiedenen intestinalen Tumorzelllinien in 
Abhängigkeit von deren potentieller Malignität näher untersucht werden. 
Gearbeitet wurde mit HT29, CaCo2, SW480 und HCT116 Zellen. Für 
sämtliche Zelllinien wurde eine Mutation im APC Gen beschrieben (Yang et 
al., 2006). Alle humanen Zelllinien entstammen kolorektalen 
Adenokarzinomen und wurden jeweils isoliert aus dem Primärtumor, was 
eine ausreichende Vergleichbarkeit ermöglicht. Sie besitzen jedoch eine 
unterschiedliche Klassifikation entsprechend ihres Malignitätsgrades (Trainer 
et al., 1988). So ist HT29 die am wenigsten maligne Zelllinie und kann als G1 
klassifiziert werden, CaCo2 ist ebenfalls G1, SW480 G2 und HCT116 G3 mit 
dem höchsten Malignitätsgrad (Flatmark et al., 2004). Mit diesem Panel an 
Kolonkarzinomzelllinien wurden die bereits etablierten Methoden zur 
Messung der ACSL5-vermittelten Palmitoylierung von Wnt2B durchgeführt. 
Mit potentiell steigender Malignität zeigte sich eine deutlich verminderte 
Palmitoylierung von Wnt2B in den Mitochondrien bei einer ansteigenden 
mRNA-Expression der ACSL5 und gleichbleibender mRNA-Expression von 
Wnt2B und β-Catenin als Indikator für die Aktivierung des Wnt-Signalwegs im 
Gesamtlysat. Diese Ergebnisse geben eine wertvolle Ergänzung zu den 
Zellkulturexperimenten und den Untersuchungen muriner sowie humaner 
FAP-assoziierter Adenome der Darmschleimhaut. Die Erkenntnis, dass 
verschiedene Kolonkarzinomzelllinien unterschiedlicher Herkunft und 
unterschiedlichen Malignitätsgrades bereits eine breite Variation im 
Expressionsspektrum der Zielmoleküle und der Palmitoylierung von Wnt2B 
zeigen, legt die Vermutung nah, dass der von uns gefundene Mechanismus 
Unterschiede in seiner Expressivität hat. Diese sind möglicherweise durch 
andere Wnt-regulierende Faktoren oder auch lokoregionär bedingt. 
Möglicherweise verschiebt sich die Lokalisation von Wnt2B mit zunehmender 
„Malignität“ immer mehr in das Zytoplasma und es gelingt ACSL5 trotz 
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vermehrter Expression in diesem System nicht mehr, Wnt2B durch 
Palmitoylierung zu modifizieren und im Mitochondrium zu halten. Auch 
andere Studien beschreiben den Verlust der Palmitoylierung von Molekülen, 
die antineoplastische Eigenschaften vermitteln. So fanden Galluzzo und 
Kollegen einen protektiven Effekt gegenüber kolorektaler Karzinogenese 
durch Östrogen-Rezeptor-β (ERβ) Palmitoylierung (Galluzzo et al., 2007). 
ERβ wird durch Palmitoylierung an Membranen assoziiert und spielt eine 
wichtige Rolle in der proliferationsassoziierten Signaltransduktion. Im 
Kolonkarzinom fanden sie eine deutlich verminderte Expression und 
Palmitoylierung dieses Moleküls. 
Auch der humane Fas Ligand (FasL), ein wichtiger Ligand im 
Apoptosegeschehen und zuständig für die korrekte Signalweiterleitung, die 
schließlich zum Absterben der Zelle führt, wird über Palmitoylierung in seiner 
Transmembrandomäne reguliert (Guardiola-Serrano et al., 2010).  
Eine Überexpression der ACSL5, die in HepG2 Zellen durchgeführt wurde, 
führte jedoch zu keiner Veränderung in der FasL-induzierten Apoptose 
(Reinartz et al., 2010). Interessant wäre hier die Fragestellung der 
Veränderung des Palmitoylierungsmusters des FasL bei Modulation der 
ACSL5 Expression. 
Eine sehr wichtige Rolle in der Zellmigration und Tumorgenese spielen 
Laminin-bindende Integrine. Sie zeigen eine Assoziation mit Tetraspaninen, 
die wiederum wichtig sind für Zellmorphologie, Migration, Fusion und 
Signaltransduktion in fast allen Zell- und Gewebetypen, dem Immunsystem 
und in Tumoren (Hemler, 2001). Assoziationen der Tetraspanine 
untereinander werden vermittelt über Palmitoylierung. Ein Verlust der 
Palmitoylierungsstellen resultiert in verminderten Interaktionen 
untereinander, aber auch in der Integrin-Assoziation und einer veränderten 
Signaltransduktion. In einigen Proteinen führt die Palmitoylierung zu einer 
verminderten Dichte und Strukturveränderung (Yang et al., 2004).   
Ein Enzym, das andere Proteine durch Palmitoylierung modifiziert, konnte als 
wichtiger Metastasen-Suppressor identifiziert werden. Es handelt sich hierbei 
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um die Palmitoyltransferase DHHC2. Ihre korrekte Funktion hindert primäre 
Tumorzellen daran, Sekundärtumoren auszubilden. In vielen 
Krebsgeschehen liegt eine Deletion an diesem Protein vor, wodurch diese 
Tumoren deutlich gefährlicher im Sinne einer Metastasierung werden. Als 
Zielprotein, das von DHHC2 palmitoyliert wird, konnte neben 
Metastasierungs-assoziierten Genen auch CKAP4 identifiziert werden, ein 
Oberflächenrezeptor für den Antiproliferativen Faktor (APF), dessen 
Palmitoylierung eine wichtige Rolle spielt in der Pathogenese der 
Interstitialen Cystitis. Die DHHC2-vermittelte Palmitoylierung von CKAP4 
reguliert dessen subzelluläre Verteilung, insbesondere die Translokation zum 
Nukleus, wo es die Expression verschiedener Gene beeinflusst, die mit 
Interstitialer Cystitis sowie diversen Krebserkrankungen assoziiert sind 
(Planey et al., 2009).  
 
4.6 Die ACSL5-vermittelte Palmitoylierung von Wnt2B in humanen 
sporadischen Adenokarzinomen des Dickdarms 
Zur Weiterführung der gefundenen Erkenntnisse aus verschiedenen 
humanen Zellkulturmodellen, murinen und humanen Gewebeproben einer 
FAP wurden die Analysen auf sporadische Adenokarzinome der humanen 
Darmschleimhaut ausgedehnt. Es handelte sich um Gewebe, die als G2 oder 
G3 befundet wurden, um auch die möglichen Auswirkungen der „Malignität“ 
auf die ACSL5-Wnt Interaktion zu erfassen. Anhand von Gewebeschnitten 
konnten in einem Präparat simultan Karzinom und Normalgewebe dargestellt 
und immunhistochemisch angefärbt werden. Im direkten Vergleich zum 
umgebenden Normalgewebe zeigte sich in den Karzinomarealen eine 
deutlich erhöhte Expression von ACSL5 und Wnt2B. Wnt2B konnte sowohl 
zytoplasmatisch als auch nukleär nachgewiesen werden. In den 
Mitochondrienisolaten aus den Karzinomarealen zeigte sich eine signifikant 
erhöhte Palmitoylierung von Wnt2B gegenüber der Normalschleimhaut. Ob 
dies ein spezifisches Phänomen für ACSL5 ist oder andere ACSL-Isoformen 
ebenfalls Wnt2B palmitoylieren können, wurde nicht untersucht. Aufgrund der 
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mitochondrialen Lokalisation beider Zielmoleküle, der beobachteten 
Expressionsänderungen und der insbesondere mitochondrialen 
Palmitoylierung von Wnt2B scheint ACSL5 eine zentrale Rolle zu spielen. 
Doch auch für die anderen ACSL-Isoformen, vor allem ACSL1b und -6, 
wurde Palmitoylierung beschrieben: Der G-Alpha S Signalweg ist zuständig 
für den Zellzyklusarrest in der meiotischen Prophase I während des 
Oozytenwachstums. Mutationen in der humanen ACSL6 zeigten 
Auswirkungen auf die Fertilität, durch Inhibitionsversuche mittels Triacsin C 
konnte die Rolle von ACSL6 im Oozytenarrest bestätigt werden. Auch ein 
knockdown von ACSL1b führte zu Störungen in der Oozytenreifung. Eine 
direkte Inhibition der Protein-Palmitoylierung downstream der ACSLs führte 
zur Ausreifung der Oozyten. Des Weiteren wurde die Palmitoylierung von G-
Alpha S, die essentiell für seine Funktion ist, bei einer Hemmung der ACSL-
Aktivität mittels Triacsin C inhibiert. Die Verminderung der ACSL-Aktivität 
führt somit zu einer Inhibierung des G-Alpha S Signalwegs in Oozyten und 
resultiert in einer Fehlausreifung im humanen Reproduktionszyklus (Wang et 
al., 2012).  
In der Taufliege Drosophila melanogaster wurde ein Protein identifiziert, das 
hochgradige Homologien aufweist zu den humanen ACSL3 und -4, es wurde 
dACSL genannt. Aufgrund der Tatsache, dass Palmitat eine Fettsäure ist, die 
der von ACSL präferierten Länge entspricht, könnte dACSL involviert sein in 
die Palmitoylierung von Wingless (Wg), dem Drosophila-Homolog von Wnt1 
(Zhang et al., 2009). Der Wingless-Signalweg spielt eine wichtige Rolle in 
den Prozessen der Musterbildung während der Entwicklung und ist Teil des 
kanonischen Wnt-Signalwegs, in welchem Wg an den Rezeptor Frizzled 
bindet, wodurch es zur Aktivierung der Signalkaskade und einer 
Translokation von β-Catenin in den Zellkern kommt (Wodarz und Nusse, 
1998). Möglicherweise lassen sich diese Beobachtungen auch in das 
humane System übertragen und es wäre zu überprüfen, ob andere an der 
Wnt-Signaltransduktion beteiligte Moleküle durch Palmitoylierung von ACSL5 
oder auch weiteren ACSL-Isoformen reguliert werden. 
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Die im Rahmen dieser Arbeit gefundene Interaktion von ACSL5 und dem 
Wnt-Signalweg und deren regulatorische Funktion auf die Aktivierung der 
Signalkaskade konnte im Zellkulturmodell sowie im humanen System unter 
physiologischen Bedingungen bestätigt werden. Jedoch scheint der Einfluss 
mit zunehmender Malignität und einhergehender Überproportionalität der 
Wnt-Aktivierung durch andere Mechanismen umgangen zu werden. 
Im Gegensatz zu anderen in der Literatur beschriebenen Inhibitoren, die in 
der Karzinogenese dereguliert werden, findet sich ein heterogenes Bild der 
ACSL5-Expression im intestinalen Tumorgeschehen. Das 
Palmitoylierungsmuster ändert sich jedoch unabhängig davon und scheint 
somit anderen Regulationsmechanismen zu unterliegen als einer lediglich 
ACSL5-basierten Expression. Die bereits beschriebenen elektrostatischen 
Interaktionen könnten hier eine wichtige Rolle spielen und zum Beispiel dazu 
führen, dass Wnt2B eher eine Assoziation zu β-Catenin als zum 
Mitochondrium und der ACSL5 hat. 
Hinter dem Mechanismus der Palmitoylierung verbirgt sich anscheinend 
mehr, als es auf den ersten Blick den Anschein hat. Es handelt sich nicht nur 
um eine Membranassoziation ansonsten freier Proteine, sondern der 
Palmitoylierungsstatus ist auch mit der Aktivierung und 
Lokalisationsänderung verschiedener Kompartimente assoziiert. So wurde 
beispielsweise eine vermehrte Depalmitoylierung der eNOS nach einer 
Behandlung der Zellen mit Bradykinin beschrieben (Robinson et al., 1995), 
die einen deutlichen Einfluss hatte auf die Lokalisation von G-Proteinen 
innerhalb der Membransubdomänen (Smotrys und Linder, 2004). Die 
Addition eines Palmitats ist also eine dynamische Modifikation, der zelluläre 
Proteine kontinuierlich unterliegen.  
Zur Aufrechterhaltung der intestinalen Schleimhautbarriere sind zahlreiche 
Signalkaskaden und Molekülinteraktionen von Bedeutung. ACSL5 konnte als 
eine wichtige Schnittstelle zwischen Apoptose und dem Wnt-Signalweg 
identifiziert werden. Ihre Funktionalität wird durch den Mechanismus der 
Palmitoylierung bewirkt und resultiert in einer Inhibition des Wnt-Signalwegs 
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und Protektion gegenüber der Karzinogenese. Diese Interaktion stellt einen 
bislang unbekannten molekularen Signalweg dar, der eine wichtige Rolle 
spielt für die Homeostase der intestinalen Darmschleimhaut und die 
intestinale Karzinogenese.  
Aufgrund der starken Vernetzung verschiedenster Signalwege, insbesondere 
im intestinalen Deckepithel, wäre es denkbar, dass ACSL5 sowie die 
weiteren ACSL-Isoformen und die von ihnen vermittelte Palmitoylierung auch 
in anderen proliferations- und zelldifferenzierungsassoziierten Signalwegen 
sowie der Apoptose eine Rolle spielen. Dies könnte in weiteren 
Untersuchungen geklärt werden. 
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BSA Rinderserumalbumin 
°C Grad Celsius 
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